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·OH: radical hidroxilo. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
AGEs: productos finales de glicosilación avanzada. 
AI: índice de aumento. 
AMPK: proteína quinasa activada por adenosina monofosfato. 
AREs: elementos de respuesta. 
ATP: adenosín trifosfato. 
Bax: proteína 4 similar a la proteína 2 de célula beta de linfoma. 
Bcl-xL: proteína de célula beta de linfoma extragrande. 
Casp-3: caspasa 3. 
Casp-9: caspasa 9. 
CAT: catalasa. 
CBG: beta-glucosidasa citosólica. 
CKD: enfermedad crónica renal. 
COX-2: ciclooxigenasa 2. 
CVD: enfermedad cardiovascular. 
DHBA: ácido-2,3-dihidroxibenzoico. 
DHPAA: ácido-3,4-dihidroxifenilacético. 
DN: nefropatía diabética. 
dSAP: presión arterial sistémica diastólica. 
EC: epicatequina. 
EGCG: epigalocatequina-3-galato. 
eGFR: ratio estimado de filtración glomerular. 
ELISA: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima. 
eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial. 
ERKs: quinasas reguladas por señales extracelulares. 




FFAR3: receptor de los ácidos grasos libres 3. 
FOXO: factor de transcripción para las zonas con cabeza de horquilla. 
G-6-Pasa: glucosa 6 fosfatasa. 
GBM: membrana basal glomerular. 
GDM: diabetes mellitus gestacional. 
GLUT: transportador de glucosa. 
GLUT1: transportador de glucosa 1. 
GPx: glutation peroxidasa. 
GR: glutation reductasa. 
GS: glucógeno sintasa. 
GSH: glutation reducido. 
GSK3: glucógeno sintasa quinasa. 
GSSG: glutation oxidado. 
GTT: test de tolerancia a la glucosa. 
H&E: hematoxilina y eosina. 
H2O2: peróxido de hidrogeno. 
HbA1c: hemoglobina glicosilada. 
HNE: 4-hidroxi-2-nonenal. 
HOMA-B: modelo homeostático de evaluación de la funcionalidad beta. 
HOMA-IR: modelo homeostático de evaluación de la resistencia a la insulina. 
HOMA-IS: modelo homeostático de evaluación de la sensibilidad a la insulina. 
HPLC: cromatografía líquida de alta presión. 
HPPA: ácido-3,4-hidroxifenilpropiónico. 
ICAM-1: molécula de adhesión intercelular 1. 
IKK: quinasas de las proteínas inhibidoras del factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de las células B activadas. 





IL-12: interleuquina 12. 
IL-1β: interleuquina 1 beta. 
IL-4: interleuquina 4. 
IL-6: interleuquina 6. 
iNOS: óxido nítrico sintasa inducible. 
IR: receptor de insulina. 
IRS-1: sustrato del receptor de insulina. 
IκB: proteínas inhibidoras del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 
kappa de las células B. 
JNKs: quinasas N-terminal de c-Jun. 
Keap-1: proteína Kelch asociada a la proteína eritroide 1. 
LDL: lipoproteína de baja densidad. 
LI: índice de marcaje nucleares. 
LPH: lactasa-florizina hidrolasa. 
LPS: lipopolisacárido. 
M1: macrófagos clásicos. 
M2: macrófagos alternativos. 
MAPKK: quinasas activadoras de proteínas quinasas activadas por mitógenos. 
MAPKKK: quinasas activadoras de quinasas activadoras de proteínas 
quinasas activadas por mitógenos. 
MAPKs: proteínas quinasas activadas por mitógenos. 
MCP-1: proteína de quimioatracción de monocitos 1. 
MDA: malondialdehído. 
MODY: diabetes de la edad madura que aparece en el joven. 
mSAP: presión arterial sistémica media. 
NAD+: nicotín adenín dinucleótido. 




NF-κB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 
B activadas. 
nNOS: óxido nítrico sintasa neuronal. 
NO: óxido nítrico. 
NOS: óxido nítrico sintasa. 
NOX: nicotinamida adenina dinucleótido oxidasa. 
Nrf2: factor de transcripción relacionado con el factor nuclear eritroide-2. 
O2-: anión superóxido. 
OTUs: unidades taxonómicas operativas. 
p38: quinasa p38. 
PAS: ácido periódico de Schiff. 
PCA: análisis de componentes principales. 
PCNA: antígeno nuclear de células en proliferación. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 





PKB/AKT: proteína quinasa B. 
PKC: proteína quinasa C. 
PP: pulso de presión. 
PTEN: fosfatasa homóloga de la tensina. 
PUFAs: ácidos grasos poli-insaturados. 
RAGEs: receptores de productos finales de glicosilación avanzada. 
ROS: especies reactivas de oxígeno. 





SGLT: cotransportador de sodio-glucosa. 
SGLT-2: cotransportador de sodio-glucosa 2. 
SIRT-1: sirtuína-1 desacetilasa dependiente de NAD. 
SOD: superóxido dismutasa. 
sSAP: presión arterial sistémica sistólica. 
t-BOOH: tert-butil hidroperóxido. 
T1D: diabetes tipo 1. 
T2D: diabetes tipo 2. 
TGF-β: factor de crecimiento transformante beta. 
TH2: linfocitos colaboradores de tipo 2. 
TLR4: receptor tipo toll 4. 
TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa. 
TUNEL: marcaje del dUTP terminal por la transferasa. 
VA: ácido-4-hidroxi-3-metoxibenzoico. 
VCAM-1: molécula de adhesión vascular 1. 
WB: Western blot. 
ZDF: Zucker obesa diabética. 













La diabetes tipo 2 (T2D, de sus siglas en inglés Type 2 Diabetes) es 
considerada una de las patologías con mayor incidencia en el mundo, y se 
caracteriza por un cuadro clínico de resistencia a la insulina y un defecto en la 
secreción de la misma que conduce a niveles altos de glucosa en sangre, y a 
una glucotoxicidad tisular. Esta hiperglucemia altera numerosas vías de 
transducción de señales y favorece el desequilibrio del estado redox, 
conduciendo a la aparición de las complicaciones diabéticas que afectan a 
varios tejidos, destacando las complicaciones macrovasculares (alteraciones 
del endotelio vascular) y las complicaciones microvasculares (nefropatía, entre 
otras). En este sentido, los polifenoles de la dieta (como los presentes en el 
cacao), y los ácidos fenólicos derivados de su metabolismo microbiano podrían 
prevenir estas alteraciones debido a sus propiedades antioxidantes, 
antidiabéticas y antiinflamatorias. Estas actividades biológicas de los 
polifenoles vienen dadas por los compuestos puros, como la epicatequina (EC) 
y por los metabolitos colónicos resultantes de su metabolismo por la microbiota 
intestinal, como el ácido-2,3-dihidroxibenzoico (DHBA, de sus siglas en inglés 
2,3‐dihydroxybenzoic acid), el ácido-3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA, de sus 
siglas en inglés 3,4-dihydroxyphenylacetic acid) y el ácido-3,4-
hidroxifenilpropiónico (HPPA, de sus siglas en inglés 3,4-
hydroxyphenylpropionic acid), que son  los más abundantes en orina y plasma 
tras la ingesta de alimentos ricos en flavanoles. Este hecho convierte al 
microbioma en un componente clave para el desarrollo de las distintas 
propiedades de los compuestos fenólicos. La microbiota intestinal participa en 
múltiples funciones en el organismo, entre las que destacan su capacidad de 
modular el sistema inmune y de regular la permeabilidad intestinal y el 
metabolismo de los nutrientes. Así, pequeños cambios en la composición de la 
microbiota intestinal podrían dar lugar a una disbiosis y, con ella, a una 
desregulación de todas estas funciones. 
Objetivos: 
Todos estos antecedentes han llevado al planteamiento de los siguientes 
objetivos: 
1. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao y sus metabolitos colónicos
sobre las alteraciones de la funcionalidad y el daño oxidativo renal en
modelos celulares y en animales diabéticos.
2. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao sobre las alteraciones de la





3. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao sobre la salud intestinal y la 
microbiota intestinal en animales diabéticos. 
4. Estudiar el efecto antiinflamatorio de los flavanoles del cacao en modelos 
celulares y en animales diabéticos. 
 
Resultados: 
Los estudios renales in vitro han puesto de manifiesto que, en condiciones 
fisiológicas, la EC y el DHBA son capaces de regular la homeostasis glucídica 
en las células del túbulo proximal NRK-52E. Además, en situaciones 
patológicas (alta concentración de glucosa) la EC y el DHPAA previnieron la 
disfunción renal y el estrés oxidativo. Igualmente, en las investigaciones 
renales in vivo, para las que se han utilizado las ratas Zucker obesas y 
diabéticas (ZDF, de sus siglas en inglés zucker diabetic fatty), se ha observado 
que la administración de una dieta rica en cacao protege del daño renal 
modulando la homeostasis glucídica y el estrés oxidativo, y también activa la 
autofagia e inhibe la apoptosis. En cuanto al proceso inflamatorio presente en 
la T2D, el pretratamiento con la EC y el DHBA en las células NRK-52E tratadas 
con altas dosis de glucosa junto con el lipopolisacárido (LPS de sus siglas en 
inglés lipopolysaccharide), así como la ingesta de una dieta rica en cacao por 
parte de las ratas diabéticas, protegen del aumento de los niveles de proteínas 
relacionadas con el desarrollo del proceso inflamatorio (citoquinas 
proinflamatorias, moléculas de adhesión y estrés oxidativo). 
Por otro lado, en las investigaciones con las células endoteliales EA.hy926 se 
ha observado que el pretratamiento con una mezcla de ácidos fenólicos 
derivados del metabolismo microbiano de los flavanoles del cacao protege de 
la disfunción endotelial y del estrés oxidativo. De igual manera en el modelo in 
vivo, la suplementación de los animales diabéticos con una dieta rica en cacao 
previene la rigidez arterial, el remodelado aórtico y el estrés oxidativo arterial. 
Ambos tratamientos, la mezcla de ácidos fenólicos y el cacao, también 
muestran efectos beneficiosos en el proceso inflamatorio de los modelos in 
vitro e in vivo. Más concretamente, el pretratamiento de las células EA.hy926 
con la mezcla de metabolitos colónicos evita el aumento de las proteínas 
relacionadas con el proceso inflamatorio, así como el incremento de la 
adhesión de monocitos. Por su parte, el tratamiento de las ratas diabéticas con 
una dieta rica en cacao protege del aumento de las moléculas de adhesión y de 
los marcadores proinflamatorios. 
Por último, el estudio de las poblaciones microbianas y de la morfología 
colónica ha mostrado una modificación de la composición de la microbiota 





recibieron una dieta rica en cacao, la cual podría estar asociada con la mejora 
de la homeostasis glucídica y de la salud intestinal. 
 
Conclusiones: 
En resumen, todos estos resultados obtenidos en los estudios en cultivos 
celulares endoteliales y renales, así como los obtenidos en los animales de 
experimentación ponen de manifiesto que el cacao, sus flavanoles y sus 
metabolitos colónicos podrían ser capaces de proteger frente al desarrollo y 
progreso de importantes complicaciones diabéticas, ya que son capaces de 
aliviar el estrés oxidativo, la disfunción renal, la remodelación aórtica y la 
inflamación inducida por la situación diabética. Así mismo, el cacao parece 
modificar la composición de la microbiota intestinal hacia un perfil microbiano 















Type 2 Diabetes (T2D) is considered as one of the pathologies with the 
highest incidence worldwide and it is characterized by insulin resistance, and a 
defect in its secretion, which leads to high levels of glycaemia, and tissue 
glucotoxicity. This hyperglycaemia affects numerous signal transduction 
pathways and promotes the imbalance of the redox state, leading to the onset 
of diabetic complications, including macrovascular complications (vascular 
endothelium alterations) and microvascular complications (nephropathy, and 
others). In this line, dietary polyphenols (such as those present in cocoa), and 
phenolic acids derived from their microbial metabolism could prevent these 
alterations due to their antioxidant, antidiabetic and anti-infinflammatory 
properties. These biological activities of polyphenols are attributed to pure 
compounds, such as epicatechin (EC), as well as to their colonic metabolites 
coming from their microbial metabolism in the gut, such as 2,3-
dihydroxybenzoic acid (DHBA), 3,4-diphenylhydroxylacetic acid (DHPAA) and 
3-hydroxyphenylpropynic acid (HPAA), which are the most abundant in urine 
and plasma after the intake of flavanol-rich foods. This feature makes the 
microbiome a key component for the development of the different properties of 
phenolic compounds. The gut microbiota participates in multiple body functions, 
among which it could be mentioned modulation of the immune system and the 
regulation of the intestinal permeability and the metabolism of nutrients. Thus, 
small changes in the composition of the gut microbiota could lead to dysbiosis 
and, with it, a deregulation of all these functions. 
 
Objectives: 
This background has led to the approach of the following objectives:  
1. Study the effect of cocoa flavanols and their colonic metabolites on renal 
alterations in functionality and oxidative damage in experimental models. 
2. Study the effect of cocoa flavanols on alterations in vascular functionality 
and oxidative damage in experimental models. 
3. Study the effect of cocoa flavanols on gut health and microbiota in diabetic 
animals.  









In vitro renal studies have shown that under physiological conditions, EC and 
DHBA are able to regulate the glucose homeostasis in proximal tubular NRK-
52E cells. In addition, in pathological situations (high glucose concentration) EC 
and DHPAA prevent renal dysfunction and oxidative stress. Moreover, in the in 
vivo model, Zucker obese and diabetic (ZDF) it has shown that feeding the 
animals with a cocoa-rich diet protects against kidney damage by modulating 
glucose homeostasis and oxidative stress, and activates autophagy and inhibits 
apoptosis. With regard to the inflammatory process, pretreatment with EC and 
DHBA in NRK-52E cells exposed to high doses of glucose in combination with 
LPS, as well as the intake of a cocoa-rich diet by diabetic rats protect against 
increased levels of proteins related to the development of the inflammatory 
process (proinflammatory cytokines, adhesion molecules and oxidative stress). 
On the one hand, in endothelial cells EA.hy926 the pretreatment with a 
mixture of phenolic acids derived from the microbial metabolism of cocoa 
flavanols protects against endothelial dysfunction and oxidative stress. 
Similarly, in the in vivo model, supplementation of diabetic animals with a 
cocoa-rich diet prevents arterial stiffness, aortic remodeling and arterial 
oxidative stress. Both treatments, the mixture of phenolic acids and cocoa have 
also shown beneficial effects on the inflammatory process in the in vitro and in 
vivo models. Particularly, the pretreatment of EA.hy926 cells with the mixture of 
colonic metabolites prevents the increase of proteins related to the inflammatory 
process, as well as the increase in monocyte adhesion. On the other hand, the 
treatment of diabetic rats with a cocoa-rich diet protects against increased 
adhesion molecules and proinflammatory markers. 
Finally, the study of microbial populations and colonic morphology has shown 
a modification in the composition of the gut microbiota towards a healthier 
microbial profile in cocoa-fed diabetic rats, which could be associated with 
improved glucose homeostasis and gut health. 
 
Conclusions: 
In summary, all results obtained from endothelial and renal cultured cells, as 
well as those from experimental animals, show that cocoa, its flavanols and its 
colonic metabolites could be able to protect against the development and 
progress of important diabetic complications, as they seem to be able to 
alleviate oxidative stress, renal dysfunction, aortic remodeling and diabetic-
induced inflammation. Likewise, cocoa seems to modify the composition of the 












1. Compuestos fenólicos. 
Los compuestos fenólicos son moléculas orgánicas presentes 
mayoritariamente en los vegetales y cuyo consumo parece tener un efecto 
beneficioso sobre la salud y en ciertas patologías1. Se encuentran 
principalmente en frutas y verduras, pero también tienen una notable presencia 
en alimentos como el chocolate y el aceite de oliva y en bebidas como el vino, 
el café y el té2. La investigación en el campo de los compuestos fenólicos ha 
puesto de manifiesto que la ingesta de estos reduce el riesgo de padecer 
enfermedades metabólicas3,4, antiinflamatorias5, cardiovasculares6, 
neurodegenerativas7 y cáncer8. 
 
1.1. Estructura y clasificación. 
Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios de los vegetales y 
se caracterizan por tener en su estructura uno o varios anillos fenólicos unidos 
a grupos hidroxilos. Así, dependiendo del  número de carbonos, los polifenoles 
se pueden dividir en dos grandes grupos: flavonoides y no flavonoides9 (Tabla 
1). 









Tabla 1. Clasificación de los compuestos fenólicos en base a su estructura 





Los flavonoides son aquellos compuestos fenólicos constituidos por 
quince carbonos; constan de dos anillos aromáticos, unidos entre sí por un 
puente de tres carbonos con capacidad para formar un heterociclo y en los 
alimentos se encuentran mayoritariamente glicosilados. Se distinguen seis 
grupos de flavonoides en función de los grupos químicos que se unan a los 
anillos aromáticos9 (Tabla 2). 
Las flavanonas se encuentran en las verduras, como el tomate y la 
patata, en algunos tipos de especias, entre las que están el romero y la menta 
y, de manera más abundante aparecen en las frutas, más concretamente en el 
limón y la naranja. Dentro de este tipo de flavonoides cabe mencionar a la 
hesperetina y la naringenina9, habiéndose descrito para esta última un efecto 
protector frente al riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares10. 
Las flavonas son componentes presentes en las verduras, como el 
perejil y la alcachofa. También se encuentran en productos como las aceitunas 
negras y en grandes cantidades en las frutas, como es el caso del mango y la 
papaya. Destacan en este grupo la luteolina y la apigenina9, la cual ha 
demostrado tener notables efectos beneficiosos frente a la diabetes y la 
enfermedad de Alzheimer11. 
Las isoflavonas se caracterizan por tener propiedades estrogénicas, lo 
que hace que sean conocidas como fitoestrógenos. Su distribución en los 
alimentos está muy localizada, ya que aparecen casi de manera específica en 
las legumbres, siendo la soja una fuente notable de estas. Entre las principales 
variantes de isoflavonas están la genisteína y la daidzeína9, que parecen 
contribuir en la atenuación de los síntomas asociados a la menopausia12. 
Las antocianidinas poseen una alta solubilidad en agua y dotan a las 
flores y las frutas de coloraciones como el rojo, el azul o el morado. Puesto que 
son las responsables de los colores vistosos de las frutas, su presencia está 
asegurada en alimentos como la fresa, la frambuesa y la ciruela. Entre los 
representantes de este tipo de flavonoides están la cianidina y la malvidina9, 
cuyo consumo parece estar relacionado con una reducción del número de 
muertes por infarto en pacientes con enfermedad cardiovascular (CVD, de sus 
siglas en inglés cardiovascular disease)13. 
Los flavonoles están presentes en productos como el vino tinto y la 
cebolla, siendo ésta donde podemos encontrar las mayores cantidades de 
estos compuestos. Destacan principalmente el kaempferol y la quercetina9, la 




































Tabla 2. Clasificación de los compuestos fenólicos de tipo flavonoides en base 




Las flavanoles tienen la capacidad de interactuar con el ácido gálico, 
dando lugar a moléculas conjugadas como son: la epicatequinagalato (ECG), la 
epigalocatequina (EGC) y la epigalocatequina-3-galato (EGCG), que forman 
parte de alimentos como el té verde y el cacao9. Entre los flavanoles más 
abundantes se encuentra la catequina y la epicatequina (EC), estos 
monómeros poseen la propiedad de interaccionar entre sí, pudiendo dar lugar a 
polímeros denominados procianidinas15. Entre sus efectos más importantes 
sobre la salud estarían los de reducir el riesgo de sufrir enfermedades como la 
diabetes16, los problemas cardiovasculares17, disfunción renal18, la obesidad19, 
la artritis20 o el cáncer21. 
 
1.1.2. No flavonoides. 
Los compuestos fenólicos considerados no flavonoides difieren de los 
anteriores en su estructura. En primer lugar, en el número de carbonos, ya que 
no presentan quince carbonos y, en segundo lugar, la distribución de dichos 
carbonos es diferente, ya que en este caso pueden formar uno o dos anillos 
aromáticos sin necesidad de formar un heterociclo entre ambos. Se distinguen 
tres grupos9 (Tabla 3). 
Los ácidos fenólicos presentan un grupo carboxilo unido a un anillo 
aromático, y en función de dicho anillo se clasifican en dos grupos: ácidos 
fenólicos derivados del ácido benzoico y ácidos fenólicos derivados del ácido 
cinámico9. Dentro del primer grupo está el ácido gálico, que se encuentra 
principalmente en el té negro, y que ha demostrado tener efectos beneficios en 
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson22. Por otro lado, entre los 
derivados del ácido cinámico, cabe destacar el ácido clorogénico del café y el 
ácido p-cumárico presente en la cúrcuma. El primero se caracteriza por su 
capacidad protectora frente al daño renal en la nefropatía diabética (DN, de sus 
siglas en inglés diabetic nephropathy)23, y la cúrcuma, por su lado, posee un 
potente efecto antiinflamatorio24. 
Los estilbenos poseen una estructura formada por dos anillos 
aromáticos entre los que se sitúan dos carbonos como puente de unión9. 
Dentro de los estilbenos más importantes se encuentra el resveratrol, 
abundante en el vino tinto, y entre sus efectos beneficiosos se le han atribuido 
la capacidad de reducir el riesgo de mortalidad provocado por la hipertensión, 
la diabetes y la obesidad25, así como el de proteger de la aparición de ciertos 







Los lignanos están constituidos por dos unidades repetidas, formadas 
cada una de ellas por un ciclo aromático y tres carbonos que unen ambas 
unidades9. Existe una gran variedad de lignanos, pero cabe mencionar dos: el 
secoisolariciresinol y el matairesinol, ambos almacenados en grandes 
cantidades en las semillas oleaginosas (colza y sésamo). Por su estructura 
química se le atribuyen propiedades estrogénicas, lo que hace que se hayan 













Tabla 3. Clasificación de los compuestos fenólicos de tipo no flavonoides en 




1.2. Ingesta, biodisponibilidad y metabolismo. 
Para estimar la cantidad de polifenoles que se ha ingerido se cuenta con 
dos bases de datos28. Por un lado está la perteneciente al Departamento de 
Agricultura de los Estados Unidos, que presenta limitaciones pues únicamente 
estima la cantidad de polifenoles de tipo flavonoides29. Por otro lado, la base de 
datos Phenol-Explorer es más completa, ya que tiene en cuenta todos los tipos 
de polifenoles, así como sus conjugados30. También es posible estimar la 
cantidad de polifenoles derivada de la ingesta de alimentos gracias a dos 
técnicas: Folin-Ciocalteu31 o cromatografía líquida de alta presión (HPLC, de 
las siglas en inglés high pressure liquid chromatography)32. 
En cuanto a la ingesta diaria de polifenoles, uno de los principales 
continentes donde es mayor es en Europa, debido al tipo de dieta que 
presentan estos países. Un estudio elaborado en diez países europeos sobre 
los hábitos ha revelado que la ingesta media de polifenoles es de 1 g/día, 
siendo los polifenoles de tipo flavonoides los más consumidos33. Sin embargo, 
no todos los polifenoles ingeridos van a poder ser utilizados por el organismo 
en su forma nativa, ya que son muchos los factores que van a influir en su 
biodisponibilidad. Entre estos factores se encuentran: la estructura química, la 
cantidad de alimento ingerido, el procesado del mismo, la interacción con otros 
alimentos, etc., y todo ello hace que los polifenoles sean considerados 
moléculas con una baja biodisponibilidad34. Según el organismo americano 
para la Administración de los Medicamentos y los Alimentos la biodisponibilidad 
se define como la tasa de un compuesto con la que se absorbe y está 
disponible en su lugar de acción35. Una vez los polifenoles han llegado al 
estómago, aquellos que no se encuentren glicosilados y que constituyen una 
pequeña porción, van a ser absorbidos, mientras que el resto, la gran mayoría, 
continuarán su circulación y serán absorbidos en el intestino delgado y el colon. 
Para poder llevar a cabo su absorción en ambos tejidos, los polifenoles van a 
sufrir una serie de reacciones metabólicas cuyo objetivo es eliminar los 
azúcares que llevan unidos, dando lugar a polifenoles en su forma aglicona36 
(Figura 1). 
La primera modificación que van a sufrir los compuestos fenólicos es la 
desglicosilación. Los polifenoles de bajo peso molecular llegan al lumen 
intestinal, donde la enzima lactasa-florizina hidrolasa (LPH, de sus siglas en 
inglés lactase phlorizin hydrolase) va a actuar de manera específica sobre los 
flavonoides-O-β-D-glicosilados, liberando la parte glucídica y dando lugar a las 
agliconas que, por transporte pasivo, son capaces de introducirse en los 
enterocitos del intestino delgado. Sin embargo, algunos polifenoles son 
capaces de atravesar la membrana plasmática unidos a transportadores y 
llegar al citoplasma del epitelio intestinal, donde una enzima citosólica 
denominada beta-glucosidasa citosólica (CBG, de sus siglas en inglés citosolic 




la llamada fase I del metabolismo de los polifenoles, que termina con la 
sulfatación, metilación y glucuronidación de las agliconas en el propio 












Figura 1. Esquema del metabolismo de los compuestos fenólicos. 
Los polifenoles de alto peso molecular siguen una ruta muy distinta, ya que 
por su estructura no son capaces de atravesar la membrana del epitelio del 
intestino delgado y, por ello, alcanzan el colon donde sufren sucesivas 
reacciones metabólicas por la microbiota colónica36. En el colon, los géneros 
bacterianos como Bacteroides, Clostridium o Enterococcus van a ser los 
encargados de llevar a cabo la hidrólisis de los polifenoles para dar lugar a las 
agliconas39. Sin embargo, para que los colonocitos puedan absorber estas 
agliconas tienen que sufrir reacciones de desmetilación, descarboxilación, 
deshidroxilación y rotura del anillo aromático por parte de otro grupo de 
bacterias, dando lugar a los llamados ácidos fenólicos, como por ejemplo el 
ácido-2,3-dihidroxibenzoico (DHBA, de sus siglas en inglés 
2,3‐dihydroxybenzoic acid), el ácido-3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA, de sus 
siglas en inglés 3,4-dihydroxyphenylacetic acid) y el ácido-3,4-
hidroxifenilpropiónico (HPPA, de sus siglas en inglés 3,4-
hydroxyphenylpropionic acid) y el ácido vanílico (VA, de sus siglas en inglés 




































Ácido valérico              
Tabla 4. Clasificación de los compuestos fenólicos de tipo flavonoides en base 





La flora intestinal que posee cada individuo es de gran importancia, ya que 
un mismo sustrato puede ser metabolizado por grupos de bacterias distintas y, 
por tanto, dar lugar a ácidos fenólicos diferentes. Este es el caso de la 
daidzeína, que en función de la población bacteriana de cada individuo, 
metabolizará esta isoflavona en O-desmetilangolensina o en S-equol39. A 
continuación, y una vez que el enterocito ha generado sus conjugados y el 
colonocito ha absorbido los ácidos fenólicos producidos por la microbiota, 
ambos tipos de moléculas van a llegar a la vena porta, a través de la cual 
alcanzarán el hígado36. Estos metabolitos van a sufrir de nuevo modificaciones 
tales como la sulfatación, la metilación y la glucuronidación para generar 
nuevos conjugados; estas reacciones se incluyen dentro de la llamada fase II 
del metabolismo de los polifenoles41. Por último, tras la fase II, los conjugados 
resultantes van a pasar a la circulación sistémica, desde donde van a 
movilizarse hasta los tejidos diana y el riñón, para finalmente ser excretados36. 
No obstante, y como se ha comentado anteriormente, la biodisponibilidad de 
los polifenoles es baja, lo que hace que en plasma se encuentren 
concentraciones del orden de 1 nM, pudiendo llegar hasta 10 µM si se analizan 
también los metabolitos conjugados42. Para hacer frente a este problema, se 
están desarrollando nuevas estrategias para aumentar la biodisponibilidad de 
los polifenoles, y todas ellas pasan por mejorar el sistema de absorción de los 
compuestos fenólicos. Entre estas estrategias cabe destacar el suministro oral 
de polifenoles encapsulados en nanopartículas lipídicas, en nanocristales y en 
liposomas, entre otros34. 
 
1.3. Actividad biológica. 
Los polifenoles han demostrado tener efectos antioxidantes y, por ello, 
reducir el riesgo de padecer ciertas patologías3–8. Sin embargo, este efecto 
beneficioso no viene dado únicamente por su capacidad para minimizar el 
estrés oxidativo de la célula, ya que también son capaces de interactuar con 
múltiples receptores43,44 y regular cascadas de señalización celular45,46. 
 
1.3.1. Actividad antioxidante. 
El metabolismo celular y los múltiples estímulos a los que se ven 
sometidas las células hacen que deba mantenerse  una correcta homeostasis 
del estado redox, ya que un desequilibrio aumenta el riesgo de sufrir ciertas 
enfermedades47. Por ello, los polifenoles han recibido una mayor atención en 
los últimos tiempos, ya que poseen una elevada capacidad para mantener y  
mejorar el estado redox de la célula mediante la modulación de las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos (MAPKs, de sus siglas en inglés mitogen 




1.3.2.  Actividad antidiabética. 
La diabetes tipo 2 (T2D, de sus siglas en inglés type 2 diabetes) es una 
de las patologías con mayor incidencia mundial, lo que hace que sean muchos 
los estudios científicos que investigan nuevas estrategias para tratar de paliar 
dicha enfermedad. Los pacientes diabéticos presentan un cuadro clínico de 
resistencia a la insulina, defecto en la secreción de insulina, así como niveles 
altos de glucosa en el torrente circulatorio, lo que conduce a una glucotoxicidad 
tisular50. Los polifenoles han demostrado tener un efecto beneficioso frente a 
esta patología, ya que son capaces de estimular la secreción de insulina, 
aumentar su sensibilidad, así como reducir los valores del modelo 
homeostático de evaluación de la resistencia a la insulina (HOMA-IR, de las 
siglas en inglés homeostatic model assessment insulin resistance) y los niveles 
de hemoglobina glicosilada (HbA1c)3,11,16,25. 
 
1.3.3. Actividad antiobesogénica. 
La obesidad ha sido clasificada por la Organización Mundial de la Salud 
como una epidemia global de los países desarrollados, y se prevé que en diez 
años el 85% de la población mundial padecerá sobrepeso u obesidad. Se 
pueden distinguir cuatro tipos de obesidad en función del resultado de la 
relación entre el peso y la altura de cada individuo: individuos con sobrepeso 
(índice de masa corporal mayor a veinticinco), individuos con obesidad tipo I 
(índice de masa corporal mayor a treinta), individuos con obesidad tipo II 
(índice de masa corporal mayor a treinta y cinco) e individuos con obesidad tipo 
III o mórbida (índice de masa corporal mayor a cuarenta). 
Esta patología es de tipo multifactorial y se caracteriza por una ingesta 
excesiva de calorías asociada a un gasto insuficiente de energía, lo que 
provoca un acúmulo de lípidos y, por consiguiente, lipotoxicidad tisular, 
lipotoxicidad sanguínea (elevados niveles de  triglicéridos y colesterol) e 
inflamación51. En este sentido, se ha descrito que el mecanismo de acción de 
los polifenoles consiste en modular el metabolismo lipídico, ya que son capaces 
de inhibir a las enzimas encargadas de llevar a cabo la lipogénesis19, así como 
de reducir los depósitos lipídicos en el higado25 y los niveles de lipoproteínas de 
baja densidad (LDL, de sus siglas en inglés low density lipoprotein) circulantes 
entre otros4. 
 
1.3.4. Actividad antiinflamatoria. 
La inflamación crónica es un factor que está presente en la mayoría de 




de la diabetes, la obesidad o la arteriosclerosis52. El estado inflamatorio se 
caracteriza por una liberación exacerbada de citoquinas. Si bien los polifenoles, 
además de poner en marcha otros mecanismos de acción son capaces de 
disminuir los niveles de citoquinas al inhibir el factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB, de sus siglas en 
inglés nuclear factor κ light chain enhancer of activated B cells)5 y la quinasa 
p38 (p38), entre otras vías24. 
 
1.3.5. Actividad cardioprotectora. 
La CVD es una patología crónica y gradual que se acompaña de 
desórdenes en el corazón y el sistema circulatorio, provocados en su mayoría 
por la arteriosclerosis y el síndrome metabólico53. Si bien, durante los primeros 
años de la enfermedad se puede presentar de manera asintomática. Esta 
enfermedad presenta una tasa de mortalidad muy elevada, estimándose que 
en diez años veintitrés millones de personas fallecerán a causa de ella cada 
año53. La importancia de los polifenoles en la CVD viene dada por su potencial 
para reducir el proceso arteriosclerótico, ya que son capaces de inhibir la 
secreción de citoquinas inflamatorias y de aumentar las defensas 
antioxidantes6, así como de disminuir los valores de LDL en sangre10. Por otro 
lado, se ha descrito que los compuestos fenólicos son capaces de mejorar la 
salud cardiovascular y la función endotelial al aumentar la vasocilatación25. 
 
1.3.6. Actividad anticancerígena. 
El cáncer es una enfermedad que afecta de manera global a la población 
mundial. Presenta una alta tasa de mortalidad y, así, en 2018, el cáncer 
provocó la muerte de más de nueve millones de personas. Los tipos de cáncer 
que fueron los principales responsables de estos fallecimientos fueron 
mayoritariamente el cáncer de pulmón en hombres y el de pecho en mujeres54. 
El origen de esta patología está en una reprogramación celular que conduce a 
un crecimiento descontrolado de las células, lo que puede dar lugar a la 
aparición de una masa tumoral con una elevada capacidad angiogénica que 
favorecerá aún más su crecimiento. No obstante, ciertos compuestos parecen 
ser capaces de inhibir la formación de vasos sanguíneos antes mencionada y 
tan crucial en el crecimiento tumoral8. Además, estos compuestos naturales 
tienen otros efectos quimiopreventivos, ya que son capaces de inhibir la 






1.3.7. Actividad moduladora de la microbiota intestinal. 
La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos que habitan 
en el tracto gastrointestinal, mayoritariamente en el colon, llegando a alcanzar 
cifras de más de mil especies distintas. Entre sus funciones está la de ayudar a 
digerir los alimentos y generar metabolitos, así como la de favorecer la 
formación de la mucosa intestinal y modular el sistema inmune55. Por todo ello, 
la alteración de las poblaciones que la constituyen está relacionada con la 
aparición de diferentes patologías: diabetes56, obesidad57, CVD58, daño renal59, 
cáncer60 y enfermedades neurodegenerativas61. Debido a que un alto 
porcentaje de los polifenoles ingeridos llegan al colon y sufren modificaciones, 
estos compuestos se sitúan como importantes moduladores de la microbiota 
colónica, capaces de modificar la composición de las especies bacterianas que 
la constituyen62. 
 
1.3.8. Otras actividades. 
Además de los efectos beneficiosos comentados anteriormente, a los 
compuestos fenólicos se les ha atribuido la capacidad de reducir el riesgo de 
padecer otras patologías. En el caso de ciertas enfermedades 
neurodegenerativas, al estar asociadas con la edad, los procesos prooxidantes 
ligados al envejecimiento se ven atenuados por la actividad antioxidante de los 
polifenoles, como sucede en el Alzheimer7 y el Parkinson22. La menopausia se 
caracteriza por episodios repentinos de calor y sudoración, acompañados de 
fragilidad ósea. Las isoflavonas, que presentan una estructura estrogénica, son 
capaces de interaccionar con los receptores de los estrógenos y suavizar los 
síntomas mencionados12. 
 
2. Estrés oxidativo, inflamación y enfermedad. 
En una situación de estrés oxidativo se produce un desequilibrio entre los 
agentes oxidantes y las defensas antioxidantes a favor de los primeros, 
causando un daño molecular. Entre los principales oxidantes se encuentran las 
especies reactivas de oxígeno (ROS, de sus siglas en inglés reactive oxygen 
species), derivados del metabolismo endógeno mitocondrial63. En una situación 
fisiológica, las defensas antioxidantes son capaces de neutralizar los 
componentes oxidantes; sin embargo, cuando este equilibrio se rompe, ciertos 
agentes oxidantes causan daños en los lípidos, en el ácido desoxirribonucleico 
(ADN, de sus siglas en inglés deoxyribonucleic acid) y en las proteínas. Así, en 
una situación de estrés oxidativo se alteran rutas de señalización celulares, lo 
que puede conducir a la aparición de ciertas enfermedades y viceversa, ya que 




ejemplo, los altos niveles de los ROS se relacionan con la activación del NF-κB, 
lo que desencadena el inicio del proceso inflamatorio65. 
 
2.1. Especies reactivas de oxígeno. 
La mitocondria es el orgánulo celular encargado de la generación de 
energía, en forma de adenosina trifosfato (ATP, de sus siglas en inglés 
adenosine triphosphate), gracias a reacciones de oxidación y reducción de 
metabolitos derivados del metabolismo celular66. En su membrana interna se 
encuentran cuatro complejos proteicos: la nicotinamida adenina dinucleótido 
oxidasa (NOX, de sus siglas en inglés nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate oxidase), la succinato oxidorreductasa y dos citocromos. Estos 
complejos son responsables de la reducción del oxígeno mediante la 
transferencia de electrones, generando ROS. La NOX es la mayor fuente de 
producción de los ROS, generando moléculas como el radical hidroxilo (·OH), 
el anión superoxido (O2
-) y el peróxido de hidrogeno (H2O2), llegando a 
alcanzar este último concentraciones intracelulares de 1-10 nM67. Existen cinco 
isoformas distintas de la enzima NOX. Todas las isoformas están ancladas a la 
membrana y presentan una estructura similar, sin embargo, difieren en las 
señales por las que son activadas y en su localización tisular (Tabla 5)68. El 
exceso de los ROS se relaciona con el daño a las principales biomoléculas de 
las células69. En este sentido, una de las macromoléculas que pueden ser 
dañadas por los ROS son los lípidos, como los ácidos grasos poli-insaturados 
(PUFAs, de sus siglas en inglés polyunsaturated fattys acids), que pueden 
sufrir un proceso oxidativo conocido como peroxidación lipídica. Los productos 
resultantes de esta peroxidación son mayoritariamente dos: el malondialdehído 
(MDA, de sus siglas en inglés malondialdehyde) y el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE, 
de sus siglas en inglés 4-hydroxynonenal)70. El acúmulo de estas moléculas 
lleva asociada la activación de ciertas rutas celulares; así, en el caso del HNE 
se ha visto que la presencia de grandes cantidades de este compuesto se 
relaciona con un aumento de la apoptosis celular71, pero cuando el acúmulo es 
del MDA, la ruta activada es la inflamatoria72. 
Los ROS también son capaces de oxidar a las proteínas, a los grupos 
sulfuro de las metioninas y cisteínas de su cadena lateral, provocando la 
modificación de su estructura y la pérdida de su función. Sin embargo, estas 
oxidaciones no siempre se producen de manera azarosa, ya que existen ciertas 
proteínas, como la albúmina sérica, en la que la oxidación se va a realizar en 
lugares específicos, permitiendo que la proteína siga manteniendo su función y, 
por ello, esta proteína se considera una defensa antioxidante73. Por otro lado, 
cuando la oxidación de las proteínas se ve acompañada de su reacción con 
glúcidos (reacción de Maillard) se generan productos finales de glicosilación 




Estos subproductos poseen la capacidad de interaccionar con receptores de 
membranas específicos, denominados receptores de productos finales de 
glicosilación avanzada (RAGEs, de sus siglas en inglés receptor advanced 
glycation end products); esta unión al receptor provoca la activación de una 
cascada de señalización propia que desencadena dos fenómenos: el proceso 
inflamatorio mediante la activación del NF-κB75, y el proceso oxidativo mediante 
la activación de las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs, de 
sus siglas en inglés extracellular signal regulated kinases), unas de las 
principales MAPKs76. 
El ADN también es susceptible de ser alterado por la actuación de los 
ROS, provocando la aparición de mutaciones, como es el caso de la base 
nitrogenada guanosina, que una vez oxidada genera 7,8-dihydro-8-oxoguanina, 
biomarcador del daño oxidativo al ADN77. Las células eucariotas poseen 
material genético tanto en el núcleo como en la mitocondria y ambos pueden 
ser dañados por los ROS. Sin embargo, puesto que en la mitocondria se 
generan elevados niveles de estas especies, es su ADN el que sufre la mayor 
parte de las oxidaciones, y son responsables del desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas78. Por otro lado, en el ADN nuclear, relacionado con los 
procesos de división celular, las mutaciones sufridas por las oxidaciones en sus 
bases se relacionan con el inicio del proceso tumoral. En este sentido, la 
presencia de un exceso de los ROS en las células puede conllevar la 
modificación de los genes supresores de tumores, lo que provoca que se inicie 
el proceso carcinogénico, así como la creación de un ambiente prooxidante que 
genera inestabilidad genética, lo que de manera genérica se asocia con el 
aumento del potencial metastásico79. 
Isoforma Señales activadoras Tipo celular 
NOX-1 RAC1, p22phox ,p47phox , p67phox Célula colónica 
NOX-2 RAC1, p47phox , p67phox Célula fagocítica 
NOX-3 p22phox ,p47phox , p67phox Célula ciliada oído 
NOX-4 p22phox Célula renal 
NOX-5 Calcio intracelular Ubicua 
Tabla 5. Clasificación de las isoformas de la NOX de acuerdo con su activación 






2.2. Defensas antioxidantes. 
Los procesos metabólicos mitocondriales conducen a la generación de los 
ROS en elevadas concentraciones, lo que resulta en la activación de las 
defensas antioxidantes para que se mantenga la homeostasis redox63,64. Estas 
defensas antioxidantes se pueden clasificar en dos: defensas no enzimáticas y 
enzimáticas. 
 
2.2.1. Defensas antioxidantes no enzimáticas. 
El glutation es la principal defensa antioxidante no enzimática 
citoplasmática y se caracteriza por su capacidad de interconversión entre su 
forma oxidada y reducida. El glutation reducido (GSH, de sus siglas en inglés 
glutathione) está formado por la unión de tres aminoácidos no esenciales: 
glutamato, cisteína y glicina; para ello, se va a unir en primer lugar el glutamato 
con la cisteína, gracias a la glutamilcisteína sintasa. A continuación, el péptido 
resultante se va a unir a la glicina por medio de la glutation sintasa80. La 
síntesis del GSH se realiza en un 90% en el hígado, donde llega a alcanzar 
concentraciones de 10 mM en los hepatocitos, y desde donde viaja al resto de 
los tejidos. Así, cuando los ROS intracelulares alcanzan niveles elevados, el 
GSH se oxida a glutation oxidado (GSSG, de sus siglas en inglés glutathione 
oxidized), realizando así su acción antioxidante. El GSH tiene una capacidad 
de interconversión redox y el GSSG va a ser capaz de retornar a su estado 
reducido gracias a la donación de protones y electrones por parte de la 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH, de sus siglas en inglés 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)81. La relación intracelular entre 
las formas reducida/oxidada se aproxima a 100 unidades de GSH por cada 
unidad de GSSG; sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo, este 
equilibrio se desplaza hacia la forma oxidada, y si este desequilibrio perdura en 
el tiempo, puede conducir a patologías como la diabetes82. 
 
2.2.2. Defensas antioxidantes enzimáticas. 
Las defensas antioxidantes enzimáticas engloban a un conjunto de 
enzimas que actúan de manera acoplada cuando el citoplasma celular acumula 
altas concentraciones de los ROS. Por un lado estarían las relacionadas con el 
metabolismo del glutation, y entre ellas destacan la glutation peroxidasa (GPx, 
de sus siglas en inglés glutathione peroxidase) y la glutation reductasa (GR, de 
sus siglas en inglés glutathione reductase) y, por otro lado, están las enzimas 
encargadas de detoxificar directamente el O2
- y H2O2, como la superóxido 
dismutasa (SOD, de sus siglas en inglés superoxide dismutase) y la catalasa 




La GPx pertenece a la familia de las enzimas con carácter reductor, ya 
que es capaz de catalizar la transformación de los hidroperóxidos orgánicos en 
sus alcoholes correspondientes, y para ello necesita acoplar la reacción de 
oxidación del GSH en GSSG84. 
La GR, por el contrario, se encarga de reciclar el GSH. Es la responsable 
de reducir el GSSG en GSH, a expensas de la oxidación acoplada del 
NADPH81. 
La SOD parece ser la primera línea de defensa frente al O2
-, ya que es 
capaz de transformar esta molécula en O2 y H2O2; para ello necesita de la 
participación de sus átomos del centro activo, más concretamente del cobre y 
del zinc85. 
La CAT guarda una estrecha relación con el H2O2, ya que cataliza la 
detoxificación de este en H2O; cataliza la trasferencia del oxígeno del H2O2 al 
grupo hemo de la enzima, proceso que se revierte con la llegada de una nueva 
molécula de H2O2
86. 
Defensas antioxidantes Reacción química 
GPx 2GSH  GSSG + H2O 
GR GSSG + NADPH + H+  2GSH + NADP+ 
SOD 2O2
- + 2H+  O2 + H2O2 
CAT 2H2O2  2H2O + O2 
Tabla 6. Clasificación de las principales defensas antioxidantes según la 
reacción química que catalizan (Adaptado de Chen y colaboradores, 201883). 
 
2.3. Proceso inflamatorio. 
La inflamación es el proceso fisiológico resultante de la liberación de 
citoquinas proinflamatorias por parte de las células del sistema inmune87. Entre 
los factores que pueden activar el sistema inmune innato y, por tanto, 
incrementar la respuesta inflamatoria, se encuentran las infecciones, el estrés, 
el metabolismo oxidativo, la dieta y la alteración de la microbiota intestinal88. 
El proceso inflamatorio se inicia con la modulación de los macrófagos, que 
van a diferenciarse en dos tipos: los macrófagos clásicos (M1), encargados de 
liberar citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1 beta (IL-1β, de sus 
siglas en inglés interleukin 1β), la interleuquina 6 (IL-6, de sus siglas en inglés 




tumor necrosis factor α); y los macrófagos alternativos (M2) que, por el 
contrario, van a liberar citoquinas de tipo antiinflamatorio como la interleuquina 
10 (IL-10, de sus siglas en inglés interleukin 10), la interleuquina 12 (IL-12, de 
sus siglas en inglés interleukin 12) y el factor de crecimiento transformante beta 
(TGF-β, de sus siglas en inglés transforming growth factor β) (Tabla 5)89. Así, 
durante el proceso inflamatorio, las citoquinas proinflamatorias liberadas actúan 
sobre las células, induciendo en estas la sobreexpresión de moléculas de 
adhesión superficial como la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1, de 
sus siglas en inglés intercellular adhesion molecule 1) y la molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1, de sus siglas en inglés vascular cell adhesion 
molecule 1) mediante la activación del NF-κB, lo que contribuye a permitir la 
extravasación de las células del sistema inmune90. Sin embargo, la activación 
de esta ruta de señalización no va a regular únicamente la síntesis de estas 
moléculas de superficie, ya que para magnificar esta respuesta inflamatoria, el 
NF-κB promueve que se generen nuevamente citoquinas proinflamatorias 
como el TNF-α, quimioquinas como la proteína de quimioatracción de 
monocitos 1 (MCP-1, de sus siglas en inglés monocyte chemoattractant protein 
1) y enzimas como la ciclooxigenasa 2 (COX-2, de sus siglas en inglés 
cytochrome C oxidase polypeptide 2), intensificando la respuesta inmune91. 
Son muchos los factores que pueden desencadenar la respuesta 
inflamatoria, entre los que ha destacado recientemente la microbiota intestinal, 
cuya composición está íntimamente relacionada con el inicio de los procesos 
inflamatorios. Durante el envejecimiento, se producen alteraciones de la 
microbiota intestinal, aumentando algunos géneros y reduciéndose otros, lo 
que lleva consigo un incremento de la permeabilidad intestinal y, con ello, del 
ambiente inflamatorio92. Las células requieren de un elevado número de 
procesos metabólicos oxidativos para la obtención de energía, que llevan 
asociados la generación de los ROS y, en muchas ocasiones, el inicio del 
proceso inflamatorio. Sin embargo, este ambiente proinflamatorio no viene 
generado únicamente por los ROS, ya que las enzimas que catalizan dichos 
procesos oxidativos también están íntimamente relacionadas con la activación 
del inflamosoma93. 
 
2.4. Mecanismos antiinflamatorios. 
El proceso inflamatorio puede desencadenarse por múltiples factores, pero 
existen unos mecanismos reguladores precisos para dicho proceso. Así, hay 
mecanismos de señalización que están fuertemente modulados por la 
inflamación, como es el caso de la vía de las MAPKs y la enzima COX-2, que 
son inhibidas con el objetivo de reprimir la respuesta inflamatoria94. En las 
células, hay que destacar a la interleuquina 4 (IL-4, de sus siglas en inglés 




favorecer la diferenciación de los macrófagos en M2 y de los linfocitos en 
linfocitos colaboradores de tipo 2 (TH2, de sus siglas en inglés T helper cells), 
siendo ambos tipos celulares los encargados de atenuar la respuesta 
inflamatoria89. 
 
2.5. Vías de señalización celular. 
El estrés oxidativo y la inflamación son dos procesos complejos que 
requieren de una regulación precisa de sus rutas de señalización para que la 
célula pueda llevar a cabo su funcionamiento de manera correcta. Estas vías 
moleculares se estructuran en forma de cascadas de señalización en las cuales 
las proteínas se van a ir activando y desactivando de manera secuencial. 
 
2.5.1. Ruta de las MAPKs. 
La ruta de las MAPKs se corresponde con una cascada de señalización 
intracelular en la que existen tres niveles enzimáticos que requieren de la 
fosforilación sucesiva de cada uno de ellos para su activación. Las primeras en 
activarse en respuesta a un estímulo extracelular son las quinasas activadoras 
de quinasas activadoras de proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPKKK, de sus siglas en inglés mitogen activated protein kinases kinases 
kinases), que a continuación van a activar mediante fosforilación a las   
quinasas activadoras de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKK, 
de sus siglas en inglés mitogen activated protein kinases kinases). Por último, 
esta cascada de señalización va a finalizar en la fosforilación y, por tanto, 
activación de las MAPKs95. Las MAPKs incluyen tres familias de proteínas 
quinasas entre las que se encuentran la p38, las quinasas N-terminal de c-Jun 
(JNKs, de sus siglas en inglés c-Jun N-terminal kinases) y las ERKs, todas 
ellas relacionadas con los procesos de inflamación, estrés oxidativo, desarrollo 
y proliferación celular (Figura 2)96,97. 
Entre las quinasas p38 se distinguen cuatro isoformas atendiendo a su 
estructura (Tabla 7), destacando entre todas ellas la quinasa p38 alfa (p38α), 
que se activa por señales como la radiación ultravioleta, los agentes de daño al 
ADN y los factores de crecimiento, regulando así procesos como la 













Figura 2. Esquema de la cascada de señalización de la ruta de las MAPKs. 
En lo que se refiere a las JNKs, se distinguen tres isoformas (Tabla 7); 
todas ellas activadas por citoquinas, agentes de daño al ADN y factores de 
crecimiento; los cuales provocan la fosforilación y activación de factores de 
transcripción como c-Jun99. Una vez se produce la fosforilación, este factor de 
transcripción va a regular la expresión de proteínas proapoptóticas, como la 
caspasa 3 (Casp-3, de sus siglas en inglés caspase 3), la caspasa 9 (Casp-9, 
de sus siglas en inglés caspase 9), la proteína 4 similar a la proteína 2 de 
célula beta de linfoma (Bax, de sus siglas en inglés Bcl 2 like protein 4), de 
proteínas antiapoptóticas, como la proteína de célula beta de linfoma extra 
grande (Bcl-xL, de sus siglas en inglés B cell lymphoma extra large), y de 
proteínas relacionadas con la proliferación como el antígeno nuclear de células 
en proliferación (PCNA, de sus siglas en inglés proliferating cell nuclear 
antigen)100. En cuanto a las ERKs, se distinguen dos isoformas (Tabla 6), 
ambas se activan por factores de crecimiento y proteínas de la matriz 
extracelular, lo que provoca que se transloquen al núcleo y activen factores de 
transcripción encargados de la expresión de proteínas relacionadas con los 






MAPKs Isoformas Tipo celular 
p38 
p38α Ubicua 
p38β Célula cerebral 
p38γ Célula muscular esquelética 








Tabla 7. Clasificación de las isoformas de las MAPKs según su ubicación 
(Adaptado de Corre y colaboradores, 201799). 
 
2.5.2. Ruta de la proteína quinasa B. 
La ruta de señalización intracelular de la proteína quinasa B (PKB/AKT, 
de sus siglas en inglés protein kinase B) incluye a un conjunto de 
intermediarios moleculares, como los fosfatidilinositoles fosfato (PIP, de sus 
siglas en inglés phosphatidylinositol-3-phosphate); modificados por la 
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K, de sus siglas en inglés phosphatidylinositol-3-
kinase) y la fosfatasa homóloga de la tensina (PTEN, de sus siglas en inglés 
phosphatase and tensin homolog). 
La cascada de señalización comienza con la activación de PI3K por 
señales extracelulares (citoquinas, factores de crecimiento u hormonas), lo que 
provoca la fosforilación del fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2, de sus siglas en 
inglés phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) para dar lugar al fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3, de sus siglas en inglés phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate), finalizando con el reclutamiento de AKT y su posterior activación 
por parte de otras proteínas102. La fosforilación y activación de AKT se 
relaciona con procesos de proliferación, supervivencia y homeostasis glucídica. 
Estos procesos pueden regularse parcialmente por la generación de los ROS, 















Figura 3. Esquema de la cascada de señalización de la ruta de la AKT. 
 
2.5.3. Ruta de la sirtuína-1 desacetilasa dependiente de NAD. 
La sirtuína-1 desacetilasa dependiente de NAD (SIRT-1, de sus siglas en 
inglés NAD-dependent deacetylase sirtuin-1) pertenece a la familia de las 
llamadas proteínas desacetilasas de histonas dependientes del cofactor nicotín 
adenín dinucleótido (NAD+). Se han descrito siete isoformas distintas de esta 
proteína. 
La importancia de esta proteína reside en su capacidad para desacetilar 
histonas, lo que provoca una modificación de la compactación del ADN y, por 
tanto, una regulación transcripcional de ciertos genes; además, es capaz 
también de desacetilar e inactivar proteínas no histónicas, como el NF-κB104. 
SIRT-1 va a responder ante situaciones de estrés y toxicidad generadas por 
estímulos nutricionales e infecciones, ya que es un sensor de ayuno y de 
sobrecarga nutricional, lo que hace que se inactive por los ROS y se le atribuya 



















Figura 4. Esquema de la cascada de señalización de la ruta de la SIRT-1. 
 
2.5.4. Regulación de los factores de transcripción relacionados con 
el estrés oxidativo. 
El NF‐κB es una proteína que pertenece a la familia de los factores de 
transcripción inducibles y tiene la capacidad de regular la expresión de genes 
involucrados en procesos inflamatorios y de inmunidad. El NF‐κB modula 
numerosos genes, por lo que su activación debe estar perfectamente regulada 
y en ello participan dos familias de proteínas que controlan la translocación de 
este factor al núcleo: las proteínas inhibidoras del factor nuclear potenciador de 
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (IκB, de sus siglas en 
inglés inhibitor of κB) y las quinasas de las proteínas inhibidoras del factor 
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 
(IKK, de sus siglas en inglés IκB Kinase)106. 
Las proteínas IκB, se unen al NF‐κB y evitan que pueda translocarse al 
núcleo y desarrollar su función. Por otro lado, la IKK se encarga de fosforilar a 
IκB, provocando que se separe de NF‐κB y este pueda translocarse al 
núcleo106. Así, en la célula, las citoquinas inflamatorias y los factores de 
crecimiento estimulan una cascada de señalización intracelular que finaliza con 
la unión del NF‐κB al ADN y la expresión de genes proinflamatorios; al igual 
que los ROS, capaces de inducir la fosforilación del IκB y permitir al NF‐κB 
















Figura 5. Esquema de la cascada de señalización de la ruta del NF‐κB. 
Por otro lado, el factor de transcripción relacionado con el factor nuclear 
eritroide-2 (Nrf2, de sus siglas en inglés nuclear factor erythroid 2 related factor 
2) es una proteína con función reguladora de la expresión génica capaz de 
translocarse al núcleo para unirse a secuencias específicas del ADN 
denominadas elementos de respuesta antioxidantes (AREs, de sus siglas en 
inglés antioxidant responsive element), lo que favorece la transcripción de 
genes relacionados con las defensas antioxidantes y de otras proteínas como 
el GSH. 
Existen numerosos genes que expresan enzimas antioxidantes, sin 
embargo, el Nrf2 solo va a regular la síntesis de aquellos que tengan en su 
promotor a los ARE. Entre los genes modulados por el Nrf2 destacan los que 
dan lugar a la GPx, la GR, la SOD y la CAT83. Ante situaciones de estrés 
oxidativo, los ROS van a provocar que el Nrf2 sea liberado de su secuestro 
citoplasmático, provocado por la asociación con la proteína Kelch asociada a la 
proteína eritroide uno (Keap-1, de sus siglas en inglés kelch like associated 
protein 1), y pueda unirse a los AREs, induciendo la transcripción de los genes 

















Figura 6. Esquema de la cascada de señalización de la ruta del Nrf2. 
 
3. Diabetes. 
3.1. Generalidades y clasificación. 
La diabetes se ha convertido en una epidemia global, ya que se ha 
multiplicado por cuatro el número de afectados en los últimos cuarenta años; 
así, se estima que en el año 2035 habrá 590 millones de personas que 
padecerán la enfermedad, lo que va acompañado de un incremento en las 
cifras de obesidad y desórdenes metabólicos108. La diabetes se caracteriza por 
un aumento de los niveles de glucosa en sangre debido a la pérdida o deterioro 
de la masa de las células β pancreáticas, así como al desarrollo de resistencia 
a la insulina por parte de los tejidos. 
El término diabetes engloba a cuatro tipos de patologías distintas: diabetes 
tipo 1 (T1D), T2D, diabetes mellitus gestacional (GDM, de sus siglas en inglés 
gestational diabetes mellitus) y diabetes de la edad madura que aparece en el 
joven (MODY, de sus siglas en inglés maturity onset diabetes of the young)109. 
 
3.1.1. Diabetes tipo 1. 
La T1D hace referencia a una enfermedad autoinmune crónica 
caracterizada por la destrucción de un 80-90% de la masa de células β de los 




secreción de insulina. Los pacientes afectados por esta patología 
(aproximadamente el 10% de todos los casos de diabetes) presentan una cierta 
predisposición genética al desarrollo de anticuerpos autorreactivos, los cuales 
inician la respuesta inmunitaria contra el páncreas, que desemboca en un 
estado de hiperglucemia constante y conduce a la aparición de las 
complicaciones macro- y micro-vasculares110. 
    
3.1.2. Diabetes tipo 2. 
La T2D es el subtipo de diabetes con una incidencia mayor mundial, ya 
que el 90% de los pacientes afectados de diabetes sufren esta patología. Se 
caracteriza por un defecto en la secreción de insulina y una resistencia a esta 
por parte de los tejidos periféricos50,111. Existen múltiples factores que 
aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad, entre ellos cabe destacar a la 
obesidad, la inactividad física y la mala alimentación112. 
 
3.1.3. Diabetes mellitus gestacional. 
La GDM se define como la diabetes materna que surge en el segundo o 
tercer periodo del embarazo sin haberse manifestado previamente y va 
acompañado de un incremento del riesgo de padecer T2D por parte del feto y 
de la madre113. Al igual que sucede con la T2D, los principales factores de 
riesgo para el desarrollo de la patología son el exceso de índice de masa 
corporal previo al embarazo, así como el sedentarismo y la mala 
alimentación114. 
 
3.1.4. Diabetes de la edad madura que aparece en el joven. 
La MODY corresponde a una patología que aparece en individuos 
menores de 25 años como consecuencia de la mutación de genes relacionados 
con la homeostasis glucídica, lo que provoca alteraciones en el metabolismo de 
la glucosa y la insulina. Entre los genes mutados destaca el que codifica para el 
factor nuclear hepático y el que codifica para la glucoquinasa115. 
 
3.2. Metabolismo de los carbohidratos. 
Los carbohidratos son las moléculas energéticas más usadas en el 
metabolismo celular que está modulado por rutas de señalización reguladas 
por hormonas que controlan la homeostasis glucídica.  El hígado es uno de los 




glucosa, ya que, junto con el riñón, son los dos órganos con capacidad 
gluconeogénica. En situación de ayuno, el glucagón secretado por las células α 
pancreáticas va a llegar al hígado, donde va a activar diferentes rutas de 
señalización que dan como resultado la liberación de glucosa hepática 
procedente del glucógeno (glucogenolisis) y la síntesis de glucosa a partir de 
precursores de tres carbonos (gluconeogénesis). Sin embargo, ante 
situaciones de ingesta es la insulina la que llega al hígado para modular 
cascadas intracelulares que desembocan en un incremento de la captación de 
glucosa hepática, seguida de una inhibición de la gluconeogénesis y de una 
activación de la síntesis de glucógeno (glucogenogénesis)116. 
La insulina es una hormona que modula el metabolismo en muchos tejidos 
del organismo. Su ruta metabólica se inicia con su unión al receptor de insulina 
(IR de sus siglas en inglés Insulin Receptor) de la membrana plasmática de las 
células diana. Esta unión va a inducir la fosforilación del receptor y del sustrato 
del receptor de insulina 1 (IRS-1, de sus siglas en inglés insulin receptor 
substrate 1) y, por consiguiente, la activación de la ruta de la AKT, cuyo 
objetivo es incrementar la translocación del transportador de glucosa (GLUT, 
de sus siglas en inglés glucose transporter) a la membrana plasmática. 
Todo este proceso va a producir un aumento de la captación de glucosa 
por parte de las células diana y, por tanto, un efecto hipoglucemiante117. 
Además, la AKT también participa en la regulación glucogenogénica, ya que es 
la encargada de fosforilar e inhibir a la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3, de 
sus siglas en inglés glycogen synthase kinase 3) permitiendo que la glucógeno 
sintasa (GS, de sus siglas en inglés glycogen synthase) pueda activarse y 
promover así la glucogenogénesis118. Por último, para estimular la 
gluconeogénesis es necesario que se activen la fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (PEPCK, de sus siglas en inglés phosphoenolpyruvate 
carboxykinase) y la glucosa 6 fosfatasa (G-6-Pasa, de sus siglas en inglés 
Glucose-6-Phosphatase), que a su vez necesitan del factor de transcripción 
para las zonas con cabeza de horquilla (FOXO, de sus siglas en inglés 
forkhead box), que es fosforilado y degradado en presencia de la AKT (Figura 
7)119. 
La homeostasis glucídica está controlada por la secreción de las dos 
hormonas anteriormente comentadas, por lo que es necesario que la liberación 
de la insulina por parte de la célula β pancreática esté regulada de manera 
precisa. La llegada de la glucosa a la célula β pancreática va a provocar la 
“apertura” del transportador de glucosa 1 (GLUT1) y, por tanto, la entrada de 
glucosa al citoplasma y su ingreso en la glucólisis, lo que va a generar un 
aumento de las moléculas de ATP citoplasmáticas. Este incremento lleva 
asociado la apertura de los canales de potasio dependientes de ATP y, por 
tanto, la salida de este ion al espacio extracelular, despolarizando la membrana 




anclados a la membrana, y muchos de ellos regulan su apertura dependiendo 
del voltaje, como el de calcio, lo que provoca que los iones calcio extracelulares 
entren a la célula, activando una cascada de señalización intracelular que 
finaliza con la exocitosis de las vesículas insulínicas. La secreción de insulina 
va a tener lugar en dos fases; en un primer momento, con la llegada de las 
primeras moléculas de glucosa se va a producir una pequeña liberación de los 
gránulos de insulina (primera fase), y con el paso de los minutos, la continua 
llegada de las moléculas de glucosa va a provocar que los acúmulos de 
insulina citoplasmáticos se liberen de manera más rápida y en cantidades 
mayores (segunda fase)120. Sin embargo, la glucosa no es la única molécula 
capaz de activar la secreción de insulina, ya que en la membrana de las células 
β pancreáticas existen receptores para otros tipos de moléculas que también 
inducen la secreción de la hormona, como por ejemplo los ácidos grasos, los 













Figura 7. Esquema de la cascada de señalización de la homeostasis glucídica. 
 
3.3. Fisiopatología. 
Como se ha comentado anteriormente, laT2D se caracteriza por un defecto 
en la secreción de insulina y una resistencia a esta por parte de los tejidos 
periféricos111. Los pacientes afectados de esta patología van a presentar una 




glucosa en la circulación sanguínea. Esta hiperglucemia hace que las células β 
pancreáticas secreten de manera continua y masiva gránulos de insulina, lo 
que finaliza con el agotamiento y disfunción de este tipo celular117. Sin 
embargo, estos pacientes con T2D no solo tienen alterado el sistema de 
secreción de la insulina, ya que se ha visto que presentan un incremento en la 
actividad de la GSK3 en el tejido muscular estriado esquelético118. La 
glucotoxicidad a la que se ven sometidos los tejidos del organismo debido a las 
elevadas concentraciones de glucosa que circulan por el torrente sanguíneo 
conducen a la larga a la aparición de las complicaciones diabéticas en muchos 
de estos tejidos. Estas complicaciones pueden clasificarse en dos tipos: las 
complicaciones macrovasculares (cardiopatías) y las complicaciones 
microvasculares (nefropatía, retinopatía y neuropatía)122. 
Debido a que la principal causa que subyace en esta patología es el 
defecto en la señalización de la insulina, el tratamiento final para los pacientes 
afectados de T2D es la administración de insulina exógena123. Uno de los 
estadios finales de la complicación diabética renal es la enfermedad crónica 
renal (CKD, de sus siglas en inglés chronic kidney disease); sin embargo, 
muchos de estos pacientes con T2D no pueden ser tratados con insulina, ya 
que presentan riesgos de sufrir episodios hipoglucemiantes, lo que hace que 
deban ingerir fármacos que inhiban al cotransportador de sodio-glucosa 2 
(SGLT-2) para promover la eliminación de la glucosa por vía urinaria124. 
 
3.4. Complicaciones diabéticas renales. 
3.4.1. Fisiología renal. 
Los riñones son los órganos encargados de la filtración y reabsorción 
sanguínea, procesos que finalizan con la excreción de los deshechos no 
reabsorbidos. Por tanto, los riñones tienen un papel esencial en el control de 
los iones que circulan por el torrente sanguíneo, así como de la presión de 
este. La estructura renal se caracteriza por tener dos partes diferenciadas: una 
cubierta externa, que se denomina corteza renal, seguida de una parte interna 
denominada médula renal; ambas partes están constituidas por numerosas 
nefronas125. 
Las nefronas son cada una de las unidades funcionales que constituyen 
los riñones. Su estructura presenta dos zonas claramente diferenciadas: los 
glomérulos, encargados de la filtración sanguínea, y el epitelio tubular, 
encargado de la reabsorción hacia el torrente circulatorio. El glomérulo es la 
parte de la nefrona encargada de la primera filtración, y por ello, el conjunto de 
capilares sanguíneos fenestrados que alberga va a estar tapizado por unas 
células con prolongaciones citoplasmáticas llamadas podocitos, que están 




membrana basal glomerular (GBM, de sus siglas en inglés glomerular 
basement membrane), que va a ser la encargada de filtrar la sangre, 
permitiendo el paso del agua y ciertas moléculas hacia la cápsula de Bowman. 
A continuación, este filtrado inicial pasará al epitelio tubular126. En esta segunda 
zona de la nefrona se distinguen cuatro porciones: el túbulo contorneado 
proximal, el asa de Henle, el túbulo contorneado distal y el túbulo colector. El 
túbulo contorneado proximal es el encargado de reabsorber aquellos glúcidos y 
aminoácidos que no deberían haber sido filtrados, mediante el GLUT y el 
SGLT, así como de llevar a cabo la gluconeogénesis. Por su parte, el asa de 
Henle y el túbulo contorneado distal tienen como función la reabsorción del 
agua y los iones y, por último, el túbulo colector va a ser el encargado de 
conducir ese filtrado final con sustancias de deshecho hacia la zona de 
excreción126. Así pues, dado que la función renal consiste en su capacidad de 
filtración, es posible identificar la disfunción renal mediante el análisis de su 
ratio estimado de filtración glomerular (eGFR, de sus siglas en inglés estimated 
glomerlar filtration rate), que corresponde con el volumen de fluido filtrado por 
unidad de tiempo125.  
 
3.4.2. Fisiopatología. 
La DN, también conocida como enfermedad diabética renal (DKD, de sus 
siglas en inglés diabetic kidney disease), es una complicación diabética 
microvascular que afecta al 40% de los pacientes con T2D y que se caracteriza 
por una albuminuria progresiva y un incremento del eGFR, en las etapas 
iniciales de la enfermedad, seguida de un declive del eGFR y una disfunción 
renal. Son muchos los factores que aumentan el riesgo de padecer esta 
enfermedad, sin embargo, destacan dos por encima del resto: la hiperglucemia 
y la hipertensión. En este sentido, el control de ambos puede reducir el riesgo 
de padecer DN en torno a un 30%127. Esta complicación microvascular es una 
patología progresiva en la que se distinguen cinco estadios: de diagnosis, 
silencioso, de DN inicial, de DN y de fallo renal (Tabla 8)128. Todas estas etapas 
van acompañadas de alteraciones estructurales y moleculares de las 
nefronas129. La función renal viene determinada en gran parte por la estructura 
del órgano, lo que hace que las alteraciones en su morfología se asocien con 
problemas en la función de filtración. Así, durante los primeros años de la 
enfermedad se produce un proceso de hipertrofia renal, la cual viene dada por 
el engrosamiento de la GBM y la expansión del mesangio, todo ello 
acompañado de la pérdida de la fenestración endotelial y de las células 
podocíticas. Además, la albuminuria persistente en el tiempo va a provocar el 
depósito de estructuras hialinas en los capilares, la cápsula de Bowman y el 


















V: Fallo renal síndrome urémico 
Tabla 8. Progresión de la DN y su fisiopatología (Adaptado de Ioannou y 
colaboradores, 2017128). 
La DN es una complicación diabética, lo que hace que el sistema renal 
esté expuesto a altos niveles de glucosa y a la formación continua de AGEs. 
Esta situación, unida a la exacerbada producción de los ROS por el incremento 
de la actividad mitocondrial resultante de la hiperglucemia, hace que en los 
riñones se genere un ambiente prooxidante. Como resultado se va a 
desencadenar la activación de la ruta de la proteína quinasa C (PKC, de sus 
siglas en inglés protein kinase C), de las MAPKs y del NF-κB, favoreciendo la 
síntesis de factores de crecimiento y citoquinas proinflamatorias y, a más largo 
plazo, hipertrofia renal130. Además, la hiperglucemia que caracteriza a la 
diabetes va a provocar la activación de rutas de señalización que favorecen la 
expresión de los transportadores de membrana renales, como son los GLUT o 
los SGLT, provocando un aumento de la captación de glucosa por parte de las 
células del túbulo proximal129. Así mismo, el estrés oxidativo y el desarrollo del 
proceso inflamatorio son factores determinantes en el aumento de la 









3.5. Complicaciones diabéticas cardiovasculares. 
3.5.1. Fisiología arterial. 
El sistema cardiovascular está formado por el corazón y los vasos 
sanguíneos, estos últimos constituidos por tres capas concéntricas: la túnica 
íntima (capa interna), la túnica media (capa intermedia) y la túnica adventicia 
(capa externa). La túnica interna está constituida por células endoteliales que 
tapizan internamente el vaso sanguíneo e interaccionan directamente con 
todas las células del torrente circulatorio. La túnica media se compone de 
células musculares con capacidad contráctil y, por ello, se encarga de la 
contracción y dilatación de los vasos sanguíneos, lo que hace que este 
bastante engrosada en las arterias. La capa más externa está formada por 
fibroblastos y se encuentra altamente comunicada con vasos y nervios132. Las 
células endoteliales que componen la túnica íntima son de vital importancia 
durante el proceso inflamatorio, ya que son las encargadas de interaccionar 
con células del sistema inmune que circulan por el torrente circulatorio y 
permitir su extravasación133. Proyectadas hacia el lumen vascular, las células 
endoteliales exponen proteínas de membrana con capacidad de interaccionar 
con las células inmunitarias, destacando entre ellas la ICAM-1 y la VCAM-1134. 
Sin embargo, no es esta su única función, ya que también son las encargadas 
de regular el tono vascular mediante la alternancia de los procesos de 
vasoconstricción y vasodilatación. 
El principal agente encargado de la contracción vascular es la endotelina, 
molécula secretada por las células endoteliales y cuya síntesis se ve 
estimulada por la activación de la ruta del NF-ĸB, es decir, en situaciones 
proinflamatorias. Por otro lado, los procesos vasodilatadores se ven mediados 
por la molécula de óxido nítrico (NO, de sus siglas en inglés nitric oxide), 
secretada por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS, de sus siglas en inglés 
nitric oxide synthase) en sus tres isoformas: óxido nítrico sintasa neuronal 
(nNOS, de sus siglas en inglés neuronal nitric oxide synthase), óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS, de sus siglas en inglés inducible nitric oxide synthase) 
y óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS, de sus siglas en inglés endothelial 
nitric oxide synthase) (Tabla 9)135, siendo esta última la encargada de 









Isoforma Función Tipo celular 
NOS-1 = nNOS regulación comunicación neuronal Célula neuronal 
NOS-2 = iNOS regulación respuesta inmune Célula inmunitaria 
NOS-3 = eNOS regulación tono vascular Célula endotelial 
Tabla 9. Clasificación de las isoformas de la NOS de acuerdo con su ubicación 
y función (Adaptado de Kikuchi y colaboradores, 201868). 
 
3.5.2. Fisiopatología. 
La CVD es el nombre bajo el que se agrupa al conjunto de patologías 
que manifiestan alteraciones cardiovasculares: enfermedad arterial coronaria, 
enfermedad cerebrovascular y enfermedad arterial periférica137. La principal 
causa de muerte entre los pacientes diabéticos y con hipertensión es la CVD, lo 
que la convierte en una de las complicaciones diabéticas de mayor relevancia, 
presentando un mayor número de factores de riesgo las mujeres diabéticas138. 
La hipertensión ha demostrado estar estrechamente relacionada con un peor 
pronóstico en el desarrollo de la CVD, y se caracteriza por un aumento en los 
valores de la presión arterial sistémica sistólica (sSAP, de sus siglas en inglés 
systolic systemic arterial pressure), de la presión arterial sistémica diastólica 
(dSAP, de sus siglas en inglés diastolic systemic arterial pressure), y por 
consiguiente, de la presión arterial sistémica media (mSAP, de sus siglas en 
inglés mean systemic arterial pressure)136. 
Uno de los desencadenantes de la CVD es la rigidez arterial, la cual se 
define como el proceso por el cual las arterias engrosan la morfología de sus 
tres capas, alterando así su funcionalidad y pudiendo llegar a alcanzarse la 
disfunción endotelial. La T2D se caracteriza por una elevada resistencia a la 
insulina, hormona clave en la señalización y síntesis del NO, lo que provoca 
que pacientes afectados por esta patología manifiesten una alteración en la 
ruta de producción del NO, lo que va acompañado de un incremento de la 
rigidez arterial139. Por otro lado, la patología diabética cursa con ambientes 
celulares prooxidantes, los cuales se caracterizan por elevadas 








3.6. Diabetes y polifenoles. 
Son muchos los estudios que en las últimas décadas ponen de manifiesto 
el papel beneficioso de los polifenoles en numerosas patologías, entre las que 
se encuentra la diabetes3,12,17,25,56. La diabetes se caracteriza por una 
hiperglucemia recurrente y, por tanto, por una glicosilación de numerosas 
moléculas, entre las que se encuentra la hemoglobina; de hecho, los valores 
elevados de su forma glicosilada en circulación sanguínea se consideran un 
marcador de la enfermedad. En este sentido, estudios en humanos han puesto 
de manifiesto que el consumo diario de alimentos ricos en antocianidinas 
atenúan el riesgo de padecer T2D mediante una reducción de los niveles de 
HbA1c circulantes3. El contacto constante de los tejidos con las elevadas 
concentraciones de glucosa va a generar un estado de glucotoxicidad en estos, 
que se acompaña de un estrés oxidativo constante, lo que hace que gran parte 
del efecto protector de los polifenoles venga dado por la modulación de esta 
vía. Así, la apigenina, que es una flavona, es capaz de regular esta ruta de 
señalización y promover la síntesis de enzimas antioxidantes, como la CAT o la 
SOD, mediante la activación del Nrf212. Además, este ambiente prooxidante 
presente en la T2D favorece el inicio de la respuesta inflamatoria. Por tanto, 
polifenoles como el resveratrol, capaces de reducir los niveles del TNF-α y del 
MCP-1, son considerados beneficiosos en esta patología25. Así mismo, los 
pacientes con T2D manifiestan una cierta disbiosis que puede ser atenuada por 
el consumo de ciertos polifenoles62. 
La DN es una de las principales complicaciones microvasculares en la 
T2D, y viene acompañada de alteraciones morfológicas, así como de 
ambientes intracelulares prooxidantes y proinflamatorios. Debido a esto, los 
polifenoles se postulan como candidatos idóneos para proteger de esta 
complicación. De manera más concreta, se ha demostrado que el ácido 
clorogénico es capaz de reducir la hipertrofia renal, la expansión mesangial y 
activar la ruta de señalización del Nrf223. Además, se ha de tener en cuenta 
que entre los factores que caracterizan a la CVD se encuentran la rigidez 
arterial y la alteración en la secreción del NO, y ambos procesos se ven 
sutilmente mejorados cuando los pacientes incorporan en su dieta chocolate 
negro16. 
  
4. Microbiota intestinal. 
La microbiota intestinal se corresponde con el conjunto de microorganismos 
que colonizan el tracto gastrointestinal y que coexisten con un hospedador, 
alcanzando cifras de 1 x 1014 bacterias/gramo de colon, llegando a ser 





4.1. Composición y funciones. 
La microbiota intestinal humana se compone principalmente de los filos 
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia; 
cada uno de los cuales se subdivide a su vez en géneros, destacando por 
encima del resto Ruminococcus (perteneciente al filo Firmicutes), Bacteroides y 
Prevotella (ambos pertenecientes al filo Bacteroidetes)62. La colonización del 
tracto gastrointestinal por parte de las bacterias comienza con el nacimiento, ya 
que parte de las bacterias que componen el útero y la placenta materna van a 
ser las primeras colonizadoras de la microbiota intestinal del recién nacido. A 
continuación, durante los tres primeros años de vida, se va a producir la 
evolución y desarrollo de la futura microbiota intestinal, estando influenciada 
por numerosos factores (forma de nacimiento, infecciones, alimentación y 
contexto geográfico)61. Puesto que estas bacterias hospedan una zona clave 
del organismo, van a llevar a cabo funciones importantes, como son: el 
desarrollo y maduración del sistema inmune intestinal, el mantenimiento de la 
integridad de la barrera intestinal y la participación en múltiples funciones 
metabólicas61. 
 
4.1.1. Modulación de la repuesta inmune. 
La microbiota intestinal juega un papel fundamental en el desarrollo del 
sistema inmune intestinal, tanto es así, que el proceso de formación de las 
células del sistema inmune en la medula ósea está parcialmente regulado por 
ella141. Este sistema inmune está constituido por tres estructuras linfoides: el 
epitelio intestinal (tapizado en su parte superior por la mucosa intestinal), la 
lámina propia y las placas de Peyer142. 
La mucosa intestinal es la primera línea de defensa y está compuesta por 
mucina, un compuesto glucoprotéico con función lubricante y protectora, la cual 
se va a ver incrementada gracias a la fermentación de los carbohidratos por 
parte de la microbiota intestinal. A continuación, se sitúa el epitelio intestinal, un 
tejido monoestratificado que está compuesto por una sola capa de células, 
entre las que se encuentran las células de Goblet, las células de Paneth y los 
enterocitos. Las primeras van a ser las encargadas de secretar mucina; las 
células de Paneth, por su lado, tienen como función la síntesis de péptidos 
antimicrobianos para mantener el control de la patogénesis, dicha síntesis 
requiere de una microbiota intestinal concreta para poderse llevar a cabo. Los 
enterocitos son células de tipo epitelial y constituyen la segunda línea de 
defensa de la inmunidad intestinal, por ello van a ser los encargados de la 
señalización extracelular mediante la secreción de citoquinas y quimioquinas 




La lámina propia se sitúa inmediatamente debajo del epitelio intestinal y 
se caracteriza por albergar a los linfocitos T y a los linfocitos B, dos tipos 
celulares claves en el desarrollo de la respuesta inmune. El microbioma va a 
ser decisivo en este proceso, ya que va a promover la diferenciación de los 
linfocitos T hacia su fenotipo colaborador, es decir, hacia linfocitos T 
cooperadores. Por su lado, las placas de Peyer son las encargadas de la 
producción de los linfocitos B, y por tanto, las responsables de posibilitar la 
liberación de inmunoglobulinas, proceso que se ve alterado cuando la 
microbiota intestinal se modifica142. 
Como se ha comentado anteriormente, el correcto funcionamiento del 
sistema inmune requiere de una microbiota intestinal concreta. Esto se debe a 
que en la superficie de las bacterias Gram negativas se encuentra una 
molécula señalizadora denominada lipopolisacárido (LPS, de sus siglas en 
inglés lipopolysaccharide), la cual modula rutas de señalización intracelular en 
el epitelio intestinal, así como en otros tejidos58. Unas de las células más 
importantes para el desarrollo de la respuesta del sistema inmune son los 
macrófagos, en cuya membrana se encuentran receptores específicos de unión 
a los LPS, este es el caso del receptor tipo toll 4 (TLR4, de sus siglas en inglés 
toll like receptor 4), que mediante su interacción con la molécula del LPS son 
capaces de iniciar una cascada de señalación intracelular que desemboca en la 
activación del NF-ĸB143. 
 
4.1.2. Regulación de la permeabilidad intestinal. 
El epitelio intestinal está formado por distintos tipos celulares; sin 
embargo, al estar constituido por una única capa de células requiere de 
uniones intercelulares específicas que aseguren la integridad y la 
impermeabilidad del epitelio. Estas uniones pueden ser de cuatro tipos: uniones 
adherentes, uniones estrechas, uniones GAP y desmosomas; siendo las dos 
primeras las más abundantes. Tanto las uniones adherentes como las 
estrechas se caracterizan por estar compuestas de anillos contráctiles de 
actina y miosina, así como de proteínas transmembrana, lo que hace de ellas 
las responsables de regular la permeabilidad intestinal, modulando el paso de 
iones, agua y células entre el lumen intestinal y el torrente circulatorio. Una de 
las proteínas de membrana más estudiadas es la zónula occludens 1 (ZO-1, de 
sus siglas en inglés zonula occludens 1), que forma parte de las uniones 
estrechas y cuyos niveles muestran alteraciones, por ejemplo, cuando la 






4.1.3. Metabolización de los nutrientes. 
Toda la comida que se ingiere debe ser digerida y metabolizada por 
distintos mecanismos, sin embargo, parte de ese alimento no puede ser 
digerido en las partes iniciales del tracto gastrointestinal, lo que hace que la 
microbiota intestinal metabolice ciertos compuestos. Este es el caso de la fibra, 
que sufre el proceso de fermentación por parte de la microbiota intestinal, lo 
que desencadena la generación de metabolitos beneficiosos para el ser 
humano como los ácidos grasos de cadena corta (SCFAs, de sus siglas en 
inglés short chain fatty acids). Para este metabolismo, la microbiota intestinal 
se va a ver ayudada de enzimas específicas, denominadas enzimas activas de 
carbohidratos, las cuales van a generar concentraciones de SCFAs del orden 
de 50mM-150mM, absorbiéndose un 95% de ellos en el epitelio intestinal 
colónico55. Las fermentaciones realizadas por las distintas especies de 
bacterias van a dar lugar a los distintos tipos de SCFAs, lo que provoca que 
variaciones en la composición de la dieta puedan desembocar en alteraciones 
de la microbiota intestinal, y por tanto, en el perfil de los SCFAs39. 
 
4.2. Ácidos grasos de cadena corta. 
4.2.1. Estructura y función. 
El metabolismo anaerobio de la microbiota intestinal da lugar a la 
liberación de SCFAs, moléculas de ácidos grasos con un número de carbonos 
inferior a seis. Según este número, los SCFAs principalmente generados son: 
el ácido acético, el ácido propiónico y el ácido butírico (dos, tres y cuatro 
carbonos respectivamente), siguiendo una proporción de 3:1:1 (Tabla 10)145. 
Una vez los SCFAs han sido sintetizados, el siguiente paso es la absorción, 
que puede llevarse a cabo en dos zonas intestinales: en la zona del colon 
ascendente y en la zona del colon descendente, pero en ambos casos 
alcanzarán el hígado a través de la vena porta145. 
El ácido acético es el metabolito mayoritario procedente de la 
fermentación de la fibra, no es absorbido por el hígado, lo que hace que pueda 
llegar a los tejidos periféricos y realizar funciones como la activación de la ruta 
de la proteína quinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK, de sus 
siglas en inglés adenosine monophosphate activated protein kinase) en el 
músculo y la activación de la síntesis de neuropéptidos anorexigénicos en el 
hipotálamo146. 
El ácido propiónico presenta una función metabólica importante, ya que 
elevadas concentraciones de este SCFA aumentan la gluconeogénesis en el 
hígado, así como la funcionalidad de las células β en el páncreas. Por otro 




histonas desacetilasas, modulando así la compactación del material 
genético147. 
El ácido butírico es el metabolito energético por excelencia para las 
células colónicas y un potente agente antinflamatorio debido a su capacidad de 
suprimir la vía de señalización del NF‐κB. Se le atribuye también un papel 
modulador de la permeabilidad intestinal, ya que puede activar la síntesis de 
mucina y modificar las uniones intercelulares148. 
SCFA Sustrato Filo bacteriano productor 
Ácido acético Ácido pirúvico Proteobacteria 
Ácido propiónico 
Ácido succínico Bacteroidetes 
Ácido láctico Firmicutes 
Ácido butírico Acetil-CoA Firmicutes 
Tabla 10. Clasificación de los principales SCFAs según su sustrato de origen y 
bacteria fermentadora (Adaptado de Sun y colaboradores, 2017145). 
 
4.2.2. Receptores de ácidos grasos libres.  
Los receptores de ácidos grasos libres son receptores acoplados a 
proteínas G, lo que significa que cuando se produce la unión del ligando con el 
receptor, la proteína G anclada en la zona citoplasmática va a activar una 
cascada de señalización. Sin embargo, no todos los ácidos grasos van a poder 
actuar como ligandos de estos receptores, ya que tienen mayor afinidad por 
determinados SCFAs; de manera más concreta, el receptor de los ácidos 
grasos libres 2 (FFAR2, de sus siglas en inglés free fatty acid receptor 2) 
presenta una mayor afinidad por el acetato y el propionato, siendo el receptor 
de los ácidos grasos libres 3 (FFAR3) el más afín por el propionato y 
butirato149. En lo que se refiere a su expresión, ambos receptores se localizan 
preferentemente en las células inmunitarias y endocrinas, encontrándose el 
FFAR2 más presente en los monocitos y adipocitos, a diferencia del FFAR3, 
expresado de manera más abundante en las células dendríticas y neuronas. 
Sin embargo, existen tipos celulares en los que se expresan ambos tipos de 








La disbiosis se define como la modificación en la composición y la 
funcionalidad de la microbiota intestinal provocada por factores ambientales y 
relacionados con el huésped que alteran el ecosistema microbiano. En función 
del tipo de variación que se produzca entre los componentes de la microbiota 
intestinal se distinguen tres tipos de disbiosis: por sobrecrecimiento de 
patobiontes, por pérdida de bacterias residentes y por pérdida de diversidad. 
En un estado de ausencia de enfermedad, la presencia de bacterias 
patológicas (patobiontes) en la microbiota intestinal está notablemente 
reducida, sin embargo, el aumento de estas generaría una disbiosis, y por 
tanto, una patología. Además, se ha de considerar que el aumento del número 
de bacterias patológicas lleva asociado la reducción del número de bacterias 
residentes y, con ello, una variación de la funcionalidad del ecosistema 
microbiano. Por último estaría la diversidad de la población microbiana; durante 
los primeros años de vida se produce el desarrollo de esta, pero cambios en la 
alimentación pueden provocar modificaciones en la diversidad, y con ella, 
disbiosis en la edad adulta151. Sin embargo, los factores que originan las 
alteraciones del ecosistema microbiano son variados, destacando tres de ellos: 
las infecciones, la dieta y el material genético. El estado inflamatorio generado 
por la entrada al organismo de patógenos va a alterar la composición y el 
correcto funcionamiento de la microbiota intestinal, similar a lo que ocurre 
cuando se ingieren dietas bajas en fibra o altas en grasas. La microbiota 
intestinal juega un papel fundamental en el sistema inmune y en el 
metabolismo, estando ambos procesos muy influenciados por la carga 
genética, lo que provoca que alteraciones en ciertos genes vayan 
acompañadas de modificaciones en el ecosistema microbiano151. 
 
4.3.1. Patologías metabólicas. 
Debido a que la microbiota intestinal participa en funciones tan 
importantes como la modulación del sistema inmune o la metabolización de 
ciertos nutrientes, la disbiosis parece ser un factor desencadenante de diversas 
patologías. Los filos Firmicutes y Bacteroidetes constituyen más del 90% del 
total de la microbiota intestinal, por lo que variaciones en la relación de ambos 
filos se asocia con problemas metabólicos. Este es el caso de la obesidad, 
patología en la cual el número de especies pertenecientes al filo Firmicutes 
está aumentado, lo que coincide con un aumento en los niveles circulantes de 
ácido butírico y, por ello, existe un exceso calórico en estos pacientes57,58. 
Por otro lado, el estudio del ecosistema microbiano en pacientes 
afectados de T2D muestra que las variaciones en ciertas especies bacterianas 




los LPS circulantes, alterando la permeabilidad intestinal e incrementando el 
estado inflamatorio respectivamente56,152. Estos ambientes proinflamatorios 
favorecen también el desarrollo de las complicaciones diabéticas, como es el 
caso de la CVD, donde la inestabilidad de las placas ateroscleróticas se ve 
aumentada por esta situación y, con ello, aumenta el riesgo de padecer la 
enfermedad58. Otra de las complicaciones diabéticas es la enfermedad renal, 
altamente afectada por la hipertensión, cuyo riesgo aumenta cuando se 
producen modificaciones en los niveles circulantes de los SCFAs, que alteran 
la regulación de FFAR359.  
 
4.3.2. Disbiosis y polifenoles. 
Algunos compuestos fenólicos no son absorbidos en el intestino y llegan 
hasta el colon, donde interaccionan directamente con la microbiota intestinal; 
este hecho hace que los compuestos fenólicos sean considerados importantes 
moduladores del ecosistema microbiano y, por tanto, de la disbiosis62. Este es 
el caso de la obesidad, donde la ingesta de té verde reduce el ratio 
Firmicutes/Bacteroidetes alterado por una dieta alta en grasa153. Además, se ha 
demostrado que el tratamiento durante ocho semanas con el aceite de té es 
efectivo en la reducción de los valores de hiperglucemia en la T2D, lo que se 
ha asociado con el incremento de las bacterias pertenecientes a la familia 
Lachnospiraceae154. De manera similar, polifenoles como el resveratrol y la 
quercetina han demostrado aumentar las especies bacterianas del filo 
Bacteroidetes, provocando un efecto cardioprotector en la CVD155. Los SCFAs 
son el resultado del metabolismo fermentativo de la fibra por la microbiota 
intestinal, lo que conlleva que dietas ricas en fibras eleven los niveles de 




El cacao es un alimento procedente del fruto de un árbol denominado 
Theobroma cacao, comúnmente conocido como cacaotero, que tras una serie 
de procesados químicos acaba dando lugar al producto definitivo157. Se 
distinguen tres variedades del cacaotero y, con ello, de cacao: Theobroma 
cacao Criollo, Theobroma cacao Trinitario y Theobroma cacao Forastero; 








El cacao es un alimento con un elevado contenido en fitoquímicos, ya que 
entre sus constituyentes se encuentra la fibra, los flavanoles (catequina, EC, 
procianidinas) y las metilxantinas (teobromina). Sin embargo, el procesamiento 
químico que sufren las semillas de cacao conlleva una pérdida de gran parte de 
sus componentes, y por tanto, de sus propiedades157. En primer lugar, las 
semillas del cacao van a sufrir el proceso de fermentación, que marcará las 
propiedades organolépticas del producto final, seguido del proceso de secado 
para reducir la humedad a un 7%. A continuación, las habas del cacao van a 
ser tostadas a altas temperaturas, procedimiento clave en el procesado, ya que 
es el paso en el que se pierden la mayor parte de los polifenoles159. 
 
5.2. Actividad biológica. 
El cacao es rico en compuestos fenólicos, y presenta propiedades 
derivadas de ellos, lo que hace de él un alimento con elevado valor biológico. 
 
5.2.1. Actividad antioxidante. 
Son muchos los factores que pueden hacer que aumenten los ROS en la 
célula, si esto no se compensa por la acción de las defensas antioxidantes, la 
situación puede desencadenar un estrés oxidativo celular63. A modo de 
ejemplo, el deporte de élite es uno de estos factores, ya que al realizarse de 
manera intensa y continuada hace que el tejido muscular se vea sometido a un 
incremento de estrés oxidativo y de daño muscular. No obstante, estudios en 
deportistas de élite ponen de manifiesto que el consumo de chocolate negro 
con un porcentaje de cacao por encima del 85% proporciona efectos 
beneficiosos, ya que es capaz de incrementar la relación GSH/GSSG, así como 
de reducir los niveles del MDA, lo que se relaciona con una disminución del 
estrés oxidativo160,161. 
   
5.2.2. Actividad antidiabética. 
La sintomatología de los pacientes afectados de T2D muestra un defecto 
en la secreción de la insulina, así como una resistencia a esta por parte de los 
tejidos periféricos, que conduce a una hiperglucemia en estos pacientes50,111. 
El cacao se postula como alimento beneficioso para estos pacientes, ya que 
diversas aproximaciones científicas demuestran que la ingesta de cacao 
mejora la funcionalidad de las células β pancreáticas, reduce la resistencia a la 




5.2.3. Actividad antiobesogénica. 
Las personas que padecen obesidad se caracterizan por tener una 
ingesta continua de calorías, que asociada a una falta de efecto saciante, 
acaba provocando un acúmulo de lípidos en los tejidos y en el torrente 
circulatorio, generando lipotoxicidad e inflamación51. Una de las principales 
propiedades del cacao es su carácter astringente y saciante, lo cual se 
demuestra en diversos estudios científicos en los que el tratamiento de 
personas obesas con este producto reduce la sensación de apetito y la ingesta 
de comida, provocando un descenso del índice de masa corporal4. Por otro 
lado, cuando se estudia el perfil lipídico de estos pacientes, se puede observar 
que aquellos que son sometidos a un tratamiento continuo con chocolate negro 
presentan una reducción en los niveles del LDL, colesterol y triglicéridos163. 
 
5.2.4. Actividad antiinflamatoria. 
La inflamación crónica es considerada una de las principales causas en 
el desarrollo de las enfermedades metabólicas de mayor incidencia entre la 
población mundial, como son la diabetes o la obesidad52. En la respuesta 
inflamatoria se produce la liberación de citoquinas proinflamatorias, sustentada 
por la activación de la ruta de señalización del NF-κB, si bien los efectos 
antiinflamatorios del cacao parecen estar relacionados con la capacidad de 
este para aumentar los niveles de expresión del TGF-β y para inactivar la ruta 
anteriormente comentada164,165. 
 
5.2.5. Actividad cardioprotectora. 
Bajo el nombre de CVD se engloban todos aquellos desórdenes 
vasculares que implican alteraciones en el sistema circulatorio y el corazón 
provocados por múltiples factores. Se distinguen dos agentes causantes de 
esta: los factores invariables, entre los que destacan la edad y el sexo, y los 
variables, que engloban al estilo de vida, así como a patologías como la T2D o 
la obesidad53. El consumo diario de cacao ha demostrado tener efectos 
beneficiosos en el ámbito vascular, ya que es capaz de reducir la presión 
sanguínea y mejorar la función vascular, lo que provoca una mejora de la salud 
cardiovascular en individuos sanos, así como en pacientes con CVD o con 







5.2.6. Actividad anticancerígena. 
El estrés oxidativo es capaz de alterar los nucleótidos del ADN, 
provocando oxidaciones en sus bases nitrogenadas y, con ello, mutaciones. El 
acúmulo de estas en genes supresores de tumores, entre otros aspectos, 
puede dar lugar al inicio del proceso tumoral, así como al desarrollo de un 
entorno prooxidante que provoca inestabilidad genética y, con ello, un 
incremento del riesgo de padecer metástasis79. Debido a su actividad 
antioxidante, la ingesta diaria de cacao ha demostrado disminuir el daño del 
material genético, dando indicios de que podría estar relacionado con una 
disminución del riesgo de padecer cáncer167. 
 
5.2.7. Actividad moduladora de la microbiota intestinal. 
Las bacterias que hospedan nuestro intestino ejercen múltiples 
funciones, lo que hace que el equilibrio de estas sea necesario para el correcto 
funcionamiento del organismo. Todo ello, junto a la localización que ocupan en 
el individuo, hace que la alimentación guarde una estrecha relación con la 
modificación de la microbiota intestinal55. Una de estas funciones es la de 
modular la respuesta del sistema inmune. Se ha visto que el consumo de cacao 
en individuos sanos es capaz de aumentar algunos géneros bacterianos 
(Bifidobacterium y Lactobacillus), desencadenando un aumento de la liberación 
de citoquinas antiinflamatorias, atribuyendo al cacao un papel prebiótico164. 
  
5.2.8. Otras actividades. 
Diversos estudios han puesto de manifiesto que la ingesta de cacao en 
cantidades controladas reduce el riesgo de padecer otras enfermedades 
además de las patologías comentadas anteriormente. En el caso de la salud 
cerebral, el consumo regular de cacao ha demostrado reducir el riesgo de 
enfermedades neurodegenerativas por mejorar las capacidades cognitivas y 
prevenir del deterioro de la memoria asociado al envejecimiento168. El daño 
renal se ha considerado una complicación diabética microvascular, si bien una 
dieta rica en cacao ha demostrado tener efectos protectores en pacientes 













La T2D es un desorden metabólico complejo considerado como uno de los 
principales problemas de salud mundial debido a su alta prevalencia y sus 
complicaciones asociadas. Entre estas últimas se pueden destacar el fallo renal 
y la enfermedad vascular, objeto de estudio de la presente tesis doctoral. En la 
actualidad, y a pesar de la gran selección de agentes farmacológicos 
hipoglucemiantes, la eficacia de los mismos en la protección frente al desarrollo 
de las complicaciones diabéticas, responsables de más del 70% de las muertes 
de estos pacientes, ha mostrado ser muy limitada. Así pues, existe una 
necesidad urgente de buscar nuevos agentes que contribuyan a continuar 
avanzando en la prevención y control de esta patología. En este sentido, una 
alternativa prometedora y de bajo coste es la actuación nutricional. Así, entre 
los componentes de los alimentos que han despertado un gran interés en los 
últimos años por su potencial efecto beneficioso en salud y seguridad destacan 
los polifenoles, que entre sus actividades han demostrado tener efectos 
antidiabéticos. Sin embargo, apenas se conocen los posibles mecanismos 
moleculares de acción por los que estos fitoquímicos parecen ejercer un efecto 
favorable sobre las complicaciones diabéticas asociadas a la T2D. 
Diversos estudios han mostrado que la modulación de numerosas vías de 
transducción de señales y del estrés oxidativo parecen tener un papel relevante 
en la aparición de las complicaciones diabéticas micro- y macro-vasculares, 
como son las complicaciones renales y endoteliales (enfermedades cardíacas). 
En este sentido, los polifenoles de la dieta, y más concretamente un grupo que 
está presente de manera abundante en el cacao, los flavanoles, podrían ser 
excelentes protectores frente a las alteraciones reseñadas, lo que les hace 
firmes candidatos como agentes preventivos frente al desarrollo de patologías 
como la T2D y sus complicaciones. 
Por todo ello se han planteado los siguientes objetivos: 
1. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao y sus metabolitos colónicos 
sobre las alteraciones de la funcionalidad y el daño oxidativo renal en 
modelos celulares y en animales diabéticos. 
2. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao sobre las alteraciones de la 
funcionalidad y el daño oxidativo vascular en modelos celulares y en 
animales diabéticos. 
3. Estudiar el efecto de los flavanoles del cacao sobre la salud intestinal y la 
microbiota intestinal en animales diabéticos. 
4. Estudiar el efecto antiinflamatorio de los flavanoles del cacao en modelos 
celulares y en animales diabéticos. 
 
 




Material y métodos 
 
 




La (-)-EC (> 95% de pureza), el DHBA (99% de pureza), el HPPA (> 98% 
pureza), el DHPAA (> 98% de pureza), el VA (> 97% de pureza), el [Clorhidrato 
de 2-(4-morfolinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-ona] (LY294002), el 
difeniloiodonio (DPI), el 6-cloro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-1-carboxamida 
(EX-527), la GR, el GSH, el GSSG, el NADPH, la florizina, el anticuerpo IgG-
agarosa anti-ratón, el o-ftalaldehído (OPT), la gentamicina, la penicilina G, la 
estreptomicina, la albúmina de suero bovino (fracción V), el 6-[4-(2-piperidin-1-
iletoxi) fenil]-3-piridin-4-ilpirazolo [1,5-a] pirimidina (Compuesto C), el tert-butil 
hidroperóxido (t-BOOH), la proteinasa K, el H2O2, el 3,3’-diaminobenzidina 
(DAB), el L-lactato de sodio, el kit de actividad de la SOD y el kit de análisis de 
la glucosa se adquirieron en Sigma Aldrich (Madrid, España). 
La D-glucosa y la sonda fluorescente 2-deoxi-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-
4-il) amino] (2-NBDG) se compraron en Molecular Probes (Invitrogen, Madrid, 
España). Las sondas fluorescentes 2',7′-diclorofluorescina diacetato (DCFH-
DA), 4-amino-5-metilamino-2,7-difluorofluoresceína diacetato (DAF-FM-DA) y 
Calceína AM fueron de Molecular Probes (Eugene, Oregón, Estados Unidos). 
Los anticuerpos primarios anti-AKT, anti-fosfo-Ser473-AKT, anti-GSK3α/β, 
anti-fosfo-Ser21/9-GSK3α/β, anti-GS, anti-fosfo-Ser641-GS anti-AMPK, anti-
fosfo-Thr172-AMPK, anti-fosfo-Ser1177-eNOS, anti-ERK1/2, anti-fosfo-
Thr202/Thy204-ERK1/2, anti-JNK1/2, anti-fosfo-Thr180/Tyr182-p38α, anti-
cleaved-caspase-3, anti-cleaved-caspase-9, anti-fosfo-Ser2448-mTOR, anti-
CD45, anti-ciclinaE, anti-p21 y anti-β-actina se obtuvieron de Cell Signaling 
Technology (Izasa, Madrid, España). Los anticuerpos primarios anti-IRβ, anti-
fosfo-Tyr1150/1151-IRβ, anti-SGLT-2, anti-PEPCK, anti-fosfo-Tyr20, anti-G-6-
Pasa, anti-eNOS, anti-fosfo-Ser63/73-JNK1/2, anti-p38α, anti-NOX-4, anti-
SIRT-1, anti-Bcl-x, anti-Bax, anti-p62, anti-beclina-1, anti-LC3, anti-ZO-1, anti-
TNF-α, anti-IL-6, anti-MCP-1, anti-NOS2, anti-COX-2, anti-VCAM-1, anti-ICAM-
1, anti-CD68, anti-p65-NF-κB, anti-fosfo-Ser536-p65-NF-κB, anti-
metalonioneina y anti-α-actinina se compraron en Santa Cruz (Qimigen, Madrid, 
España). El anticuerpo primario anti-fosfo-Ser40-Nrf2 se obtuvo de Signalway 
Antibody (Qimigen, Madrid, España). El anticuerpo primario anti-mTOR se 
adquirió en Upstate (Isaza, Madrid, España). El anticuerpo primario anti-PCNA 
Ab-1 fue adquirido en Lab Vision Corporation (Bionova Científica S.L., Madrid, 
España). Los anticuerpos primarios anti-IRS-1 y anti-GLUT-2 fueron de 
Millipore (Madrid, España). El anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con 
peróxido y el reactivo de detección de quimioluminiscencia ECL se obtuvieron 
en GE Healthcare (Madrid, España). El anticuerpo secundario anti-ratón 
conjugado con peróxido se compró en Sigma Aldrich (Madrid, España). 
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Los kits de detección de HbA1c y albúmina se compraron en Spinreact 
(BioAnalítica, Madrid, España). El kit ELISA para la cuantificación de la insulina 
de rata se adquirió en Mercodia (AD Bioinstruments, Barcelona, España), los 
kits de la creatinina y ácido úrico se obtuvieron en Linear Chemicals S.L. 
(Barcelona, España), y el kit del análisis fluorométrico de glucógeno fue de 
BioVision (Deltaclon, Madrid, España). 
La transferasa terminal recombinante se obtuvo en Roche Applied Science 
(Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Alemania). El reactivo de Bradford y los 
materiales y productos químicos para la electroforesis se adquirieron en 
BioRad (BioRad Laboratories S.A., Madrid, España). El reactivo PicoGreen 
Quant-IT se comrpó en Thermo Fisher Scientific Inc. (Madrid, España). La L-
glutamina fue de Cultek (Cajal, Madrid, España). El medio de cultivo celular y el 
suero fetal bovino se obtuvieron en Lonza (Madrid, España). 
 
2. Modelos experimentales. 
2.1. Cultivos celulares. 
2.1.1. Células NRK-52E. 
Las células NRK-52E utilizadas (cortesía del Prof. Dr. Patricio Aller, 
Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid, España) pertenecen a la 
especie de rata Rattus norvegicus, se extrajeron del túbulo contorneado 
proximal renal y se cultivaron en medio DMEM (glucosa 5,5 mM; glutamina 2 
mM y suero fetal bovino 10%). Las células se mantuvieron a 37°C en una 
atmósfera humidificada con un 5% de CO2 y un 95% de aire. Para evaluar el 
efecto directo de los ácidos fenólicos las células se trataron durante 24 horas 
con diferentes concentraciones de la EC, del DHBA, del HPPA, del DHPAA o 
del VA (1–20 μM), diluidas en medio DMEM sin suero (glucosa 5,5 mM; 
glutamina 2 mM). Para estudiar el efecto protector de estos compuestos frente 
a las condiciones de glucotoxicidad, las células se preincubaron con diferentes 
concentraciones de la EC, del DHBA, del HPPA o del DHPAA (1–20 μM) 
durante 2 horas antes del tratamiento con la glucosa (30 mM, 22 horas). Para 
evaluar el efecto protector de estos compuestos frente a la inflamación, las 
células se preincubaron con diferentes concentraciones de la EC, del DHBA, 
del HPPA o del DHPAA (1–10 μM) durante 2 horas. A continuación, se 
incubaron con una dosis alta de glucosa (30mM) y diferentes concentraciones 
del LPS (0-5 µg/mL) durante 22 horas. En los experimentos con los inhibidores, 
las células se preincubaron con la Florizina 0,5 mM (inhibidor del SGLT-2), el 
DPI 10 μM (inhibidor de la NOX), el EX-527 10 μM (inhibidor de la SIRT-1), el 
Compuesto C 10 μM (inhibidor de la AMPK) o el LY294002 20 μM (inhibidor de 
la AKT) durante 1 hora antes del tratamiento con la EC, el DHBA o el DHPAA 
durante 2 horas, para, a continuación, incubarlas con la glucosa (22 horas).  
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2.1.2. Células EA.hy926. 
Los experimentos se realizaron utilizando la línea celular endotelial 
humana EA.hy926 (cortesía del Prof. Dr. Patricio Aller y Carmelo Bernabéu, 
Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid, España), derivada de un 
hibridoma de células endoteliales de la vena del cordón umbilical humano y la 
línea celular humana permanente A549. Las células se mantuvieron en un 
incubador humidificado que contenía 5% de CO2 y 95% de aire a 37 °C, 
además, se cultivaron en medio DMEM (glucosa 25 mM; glutamina 6,2 mM y 
suero fetal bovino 10%), complementado con 1% de los siguientes antibióticos: 
gentamicina, penicilina y estreptomicina. Las diferentes concentraciones del 
DHBA, del HPPA o del DHPAA (1–10 μM) se diluyeron en medio de cultivo 
DMEM sin suero (glucosa 25 mM; glutamina 6,2 mM) y se añadieron a las 
placas celulares durante 18 horas. Una mezcla de los ácidos fenólicos (MIX) 12 
μM (4 μM del DHBA + 4 μM del HPPA + 4 μM del DHPAA) también se agregó 
al medio de cultivo para probar el potencial aditivo y sinérgico de los 
metabolitos. Para evaluar el efecto protector de los ácidos fenólicos frente a un 
estrés oxidativo, las células fueron preincubadas con diferentes 
concentraciones del DHBA, del HPPA o del DHPAA (1–10 μM) y con el MIX (12 
μM) durante 6 horas antes de la estimulación con el t-BOOH. A continuación, 
se incubaron con diferentes dosis del t-BOOH (25–100 μM) durante 18 horas, 
con las mismas concentraciones de compuestos adicionadas previamente. 
Para estudiar el efecto protector de los ácidos fenólicos frente a una situación 
inflamatoria, las células fueron preincubadas con el DHBA, el HPPA o el 
DHPAA (10 μM) y con el MIX (12 μM) durante 6 horas antes de la estimulación 
con el TNF-α. A continuación, se incubaron con diferentes dosis del TNF-α (50–
500 ng) durante 18 horas, con las mismas concentraciones de compuestos 
adicionadas previamente. En los experimentos con los inhibidores, las células 
se preincubaron con el LY294002 10 μM (inhibidor de la AKT) o con el 
Compuesto C 5 μM (inhibidor de la AMPK) durante 1 hora antes del tratamiento 
con el DHBA, el HPPA, el DHPAA y el MIX (18 horas). 
 
2.1.3. Células THP-1. 
Los ensayos de adhesión de monocitos a las células EA.hy926 se 
realizaron utilizando la línea celular de monocitos humanos THP-1 (cortesía del 
Prof. Dr. Patricio Aller y Carmelo Bernabéu, Centro de Investigaciones 
Biológicas, CSIC, Madrid, España), derivada de una leucemia aguda humana. 
Las células se mantuvieron en un incubador humidificado que contenía 
5% de CO2 y 95% de aire a 37 °C, además, se cultivaron en suspensión en el 
medio RPMI (glucosa 11,1 mM; glutamina 2 mM y suero fetal bovino 10%), 
complementado con 1% de los siguientes antibióticos: gentamicina, penicilina y 
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estreptomicina. Para el marcaje fluorescente los monocitos se trataron durante 
30 minutos con calceína a una concentración final de 7,5 µM. 
 
2.2. Animales de experimentación. 
2.2.1. Rata Zucker Diabética Obesa. 
Para los experimentos in vivo se utilizó machos del modelo animal de 
ratas Zucker diabéticas y obesas (ZDF, de sus siglas en inglés zucker diabetic 
fatty) [ZDF/crl-lepr (fa/fa), (n= 16) y sus correspondientes controles Zucker 
delgados (ZL, de sus siglas en ingles Zucker Lean) (n=6). Los 24 animales se 
compraron en los Laboratorios Charles River (L'Arbresle, Francia) a las 9 
semanas de edad. Las ratas ZDF poseen una mutación en el receptor de 
leptina y espontáneamente desarrollan obesidad severa, hiperglucemia, 
hiperlipidemia y resistencia a la insulina, por ello, son ampliamente utilizadas 
como modelo experimental para el estudio de la T2D. Los animales se 
colocaron en jaulas en grupos de dos bajo condiciones ambientales 
controladas (19-23 °C, 50-60% de humedad y 12 h de ciclo luz-oscuridad). 
Después de una semana de adaptación, las ratas ZDF se distribuyeron 
aleatoriamente en dos grupos experimentales: un grupo recibió una dieta 
estándar (ZDF-C) y el otro grupo se alimentó con una dieta rica en cacao (ZDF-
Co). Las ratas ZL permanecieron como un grupo único y se alimentaron con 
una dieta estándar control. Ambas dietas fueron isocalóricas y todos los 
animales recibieron comida y agua ad libitum. Durante el estudio la ingesta de 
comida por rata se monitorizó diariamente y el peso de los animales 
semanalmente. Después de diez semanas, los animales se sometieron a un 
ayuno nocturno antes del sacrificio. Todos los protocolos utilizados en el 
modelo de experimentación animal fueron aprobados por los Comités de 
Bioética del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC, Madrid, 
España) y la Universidad Complutense de Madrid (UCM, Madrid, España) y el 
Comité regional de animales de laboratorio y Bienestar (Comunidad de Madrid, 
número de referencia PROEX-304-15). Los animales se trataron de acuerdo 
con las Instrucciones de Atención Institucional (Comisiones de Bioética del 
CSIC y UCM). 
 
2.2.2. Dieta rica en cacao. 
La dieta rica en cacao que recibió el grupo de ratas ZDF-Co se 
administró en polvo, y se trata de un cacao de la variedad Forastero (cortesía 
de Idilia S.L., Barcelona, España). Las dietas se prepararon siguiendo la 
formulación de AIN-93G (Panlab S.L., Barcelona, España), mediante la cual se 
les proporcionaba a los animales todos los nutrientes requeridos para las ratas 
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adultas. La formulación de AIN-93G carece de celulosa, almidón y sacarosa, 
por lo que para preparar la dieta rica en cacao se añadieron los ingredientes 
mencionados, ajustando las cantidades de carbohidratos y fibra de acuerdo con 
la cantidad de cacao agregado. La dieta rica en cacao, que presentaba un 10% 
de este, se elaboró al agregar 100 g de cacao/Kg de dieta AIN-93G. Esta 
adición de cacao a la dieta tras ajustar los macronutrientes, como se ha 
mencionado, hizo que dicha dieta fuera ligeramente más rica en proteínas 
(2,2%) y en lípidos (1,1%). Sin embargo, con el objetivo de que ambas dietas 
fueran isoenergéticas, el contenido en carbohidratos se redujo ligeramente 
(4,2%) en la dieta suplementada con cacao. 
 
3. Preparación de muestras. 
3.1. Preparación de extractos proteicos celulares. 
Para el estudio de las muestras obtenidas de las líneas celulares se lisaron 
a 4°C en un tampón que contenía HEPES 25 mM (pH 7,5), NaCl 0,3 M, MgCl2 
1,5 mM, EDTA 0,2 mM, 1,4-ditiotreitol 0,5 mM, 0,1% de Tritón X-100, β-
glicerolfosfato 200 mM, Na3VO4 0,1 mM, leupeptina 2 μg/ml y fluoruro de 
metilsulfoniolo (PMSF) 1 mM. A continuación, se recogieron los sobrenadantes 
y se analizó la concentración de proteínas con el reactivo de Bradford, para 
posteriormente alicuotarse y almacenarse a -80°C hasta su uso. 
 
3.2. Muestras tisulares. 
3.2.1. Bioquímica de tejidos y suero. 
Para el análisis bioquímico de los riñones y arterias obtenidos de los 
animales de experimentación los tejidos congelados se homogeneizaron 1:5 
(w:v) en un tampón compuesto de HEPES 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 
MgCl2 1 mM, CaCl2 1 mM, glicerol 10%, Na4P2O7 10 mM, NaF 10 mM, EDTA 2 
mM, Nonidet P-40 1%, Na3VO4 2 mM, leupeptina 5 μg/ml, aprotinina 20 μg/ml, 
benzamidina 2 mM y PMSF 2 mM. 
Los homogeneizados se centrifugaron a 14000 g durante 60 min y los 
sobrenadantes fueron recolectados y analizados para determinar la 
concentración de proteína usando el reactivo de Bradford, para posteriormente 
alicuotarse y almacenarse a -80°C hasta su uso. Las muestras sanguíneas se 
obtuvieron del ventrículo derecho de los animales de experimentación. Para el 
análisis bioquímico de las mismas se centrifugaron a 1000 g, 10 min, 4 °C, con 
el fin de separar el suero de las células sanguíneas, alicuotándose este último 
para almacenarse a -80°C hasta su uso. 
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3.2.2. Histología de los tejidos. 
Para el estudio histológico de los tejidos obtenidos de los animales de 
experimentación, el riñón izquierdo y el cayado aórtico, se fijaron durante una 
noche en p-formaldehido (PFA) 4% en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4). A 
continuación, los tejidos se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones 
seriadas de 4 µm, para posteriormente montarlos en portaobjetos de vidrio. 
 
3.3. Muestras fecales. 
Para el análisis metagenómico de las heces se recogieron muestras 
fecales frescas al final del período de intervención y tras someter a los 
animales a un ayuno nocturno. Para la obtención de las muestras y mediante 
masaje abdominal, las heces se recolectaron a primera hora de la mañana en 
tubos Eppendorf para inmediatamente almacenarse -80°C hasta su uso. 
 
4. Técnicas. 
4.1. Técnicas bioquímicas. 
4.1.1. Viabilidad por cristal violeta. 
La viabilidad celular se determinó utilizando el ensayo de cristal violeta. 
Las células se sembraron a baja densidad (104 células por pocillo) en placas de 
96 pocillos, y tras someterlas a los tratamientos correspondientes se incubaron 
con la solución de cristal violeta (0,2% en etanol) durante 20 min. Las placas se 
lavaron con agua, se dejaron secar y se añadió SDS 1%. La absorbancia de 
cada placa se midió usando un lector de microplacas a 570 nm. 
 
4.1.2. Producción de las especies reactivas de oxígeno. 
Los ROS celulares se cuantificaron mediante el ensayo DCFH utilizando 
un lector de microplacas. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos 
(1x105 células por pocillo) y se incubaron con los diferentes tratamientos. A 
continuación, se añadió DCFH 10 μM a los pocillos y las células se incubaron 
durante 30 minutos a 37°C. El DCFH, una vez ha sido oxidado por los distintos 
agentes oxidantes celulares, se convierte en diclorofluoresceína (DCF) y emite 
fluorescencia. Así, se evaluó la generación de los ROS en un lector de 
microplacas fluorescentes a una longitud de onda de excitación de 485 nm y 
una longitud de onda de emisión de 530 nm (Bio-Tek, Winooski, VT, Estados 
Unidos). 
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4.1.3. Contenido del glutation reducido. 
El GSH se cuantificó mediante un ensayo fluorimétrico que se basa en la 
reacción del GSH con el OPT a pH 8.0. La fluorescencia se midió a una 
longitud de onda de excitación de 340 nm y una longitud de onda de emisión de 
460 nm. Los resultados se interpolaron a partir de una curva estándar de GSH. 
 
4.1.4. Actividad de enzimas antioxidantes. 
La determinación de la actividad GPx se fundamenta en la oxidación del 
GSH por la GPx, usando t-BOOH como sustrato, acoplada a la desaparición 
del NADPH por la GR. La actividad de la GR se analizó siguiendo la oxidación 
del NADPH, que es utilizado en la reducción del GSSG. La actividad de la CAT 
se determinó por la descomposición del H2O2. La actividad de estas tres 
enzimas se observa como una disminución en la absorbancia a 240 nm. La 
actividad de la SOD se cuantificó usando un kit comercial (Sigma Madrid, 
España) cuyo fundamento se basa en la capacidad de la enzima para reducir el 
O2
-; esta reacción está acoplada a la desaparición del tetrazolio, una sal con 
capacidad de generar un colorante. La actividad de esta enzima se cuantificó 
como la disminución de la absorbancia a 440 nm. 
 
4.1.5. Contenido de grupos carbonilos. 
La oxidación de las proteínas de las células se midió como el contenido 
de grupos carbonilos presentes en la muestra. Cada muestra, que contenía 500 
μg de proteína, se procesó por duplicado. En una de las muestras se añadió 
2,4-dinitrofenilhidrazina 0,2% en HCl 2M, y a la otra únicamente el HCl (blanco 
de referencia). Las proteínas se precipitaron mediante la adición de ácido 
tricloroacético 20%, y se centrifugaron durante 5 min a 11750 g. Después, los 
precipitados de las proteínas se lavaron 3 veces con 1 mL de una mezcla de 
acetato de etilo:etanol (1:1, v:v). A continuación, los precipitados resultantes se 
dejaron secar al aire y se resuspendieron en guanidina 6M. La absorbancia de 
cada muestra se midió a 360 nm y se corrigió con su blanco de referencia, para 
finalmente expresar el contenido de grupos carbonilos como nmoL/mg de 
proteína, usando un coeficiente de extinción de 22000 nmoL/L/cm. 
 
4.1.6. Producción del óxido nítrico. 
La producción del NO por las células endoteliales se midió utilizando la 
sonda fluorescente DAF-FM, que es un derivado fluorado del DAF-2. La forma 
del diacetato de DAF-FM (DAF-2-DA) es capaz de atravesar la membrana 
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celular y ser metabolizado por las esterasas intracelulares, lo que da lugar al 
compuesto con carga negativa DAF-2, incapaz de cruzar la membrana celular 
y, por lo tanto, acumulable dentro de las células. En presencia del NO, el DAF-
2 se transforma en un triazol fluorescente (DAF-2T), por lo que la producción 
del NO se detectó por fluorescencia. Las células se sembraron en placas de 24 
pocillos (2x105 células por pocillo) y se incubaron con los diferentes 
tratamientos. A continuación, se añadió DAF-2 0,1 μM durante 30 minutos a 
37°C, para finalmente ser lavadas tres veces con PBS. La fluorescencia de las 
células y los sobrenadantes se evaluó en un lector de microplacas 
fluorescentes a una longitud de onda de excitación de 495 nm y una longitud de 
onda de emisión de 515 nm (Bio-Tek, Winooski, VT, EE. UU.). La fluorescencia 
obtenida de las células se restó a su valor de sobrenadante sin las células. 
El NO intracelular también se visualizó por microscopía de fluorescencia. 
Las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se sometieron a los 
tratamientos deseados. A continuación, se añadió 2,5 μM de DAF-2-DA durante 
30 minutos a 37°C, se lavaron tres veces con PBS y se visualizaron con un 
microscopio de fluorescencia invertido Leica AF6000 LX (longitud de onda de 
excitación de 488 nm y longitud de onda de emisión 515 nm). 
 
4.1.7. Ensayo de producción de glucosa. 
Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (2×105 células por 
pocillo) y después del tratamiento, el medio fue reemplazado por un medio de 
producción de glucosa constituido por un DMEM sin glucosa (pH 7.4) sin rojo 
fenol (Invitrogen, Madrid, España), suplementado con 5 mM de lactato de sodio 
y 5 mM de glutamina. Después de 1,5 h de incubación, se recogió el medio y 
se midió la concentración de glucosa con un kit colorimétrico de análisis de la 
glucosa (Sigma, Madrid, España). Las lecturas obtenidas se normalizaron con 
el contenido de proteína total calculado en los lisados celulares. 
 
4.1.8. Ensayo de captación de glucosa. 
La captación de glucosa se cuantificó mediante el ensayo de la 2-NBDG 
utilizando un lector de microplacas. Las células se sembraron en placas de 24 
pocillos (2×105 células por pocillo). Después de los tratamientos, se añadió el 
2-NBDG a una concentración final de 10 μM y se incubó durante 1 h a 37°C. 
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS, se añadió medio sin 
suero y la intensidad de fluorescencia se midió inmediatamente en un lector de 
microplacas a una longitud de onda de excitación de 485 nm y una longitud de 
onda de emisión de 530 nm. La estimación precisa de la captación global de 
glucosa se obtuvo cuantificando la disminución en la fluorescencia de dicho 
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metabolito, ya que tras la captación de la sonda por las células se convierte en 
un derivado no fluorescente (metabolito 2-NBDG). 
 
4.1.9. Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. 
Para la realización del ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 
(ELISA, de sus siglas en inglés enzyme-linked immunosorbent assay) en los 
estudios in vitro se han utilizado los sobrenadantes de los cultivos de las 
células NRK-52 tratadas con altas dosis de glucosa y el LPS, y los cultivos de 
las células EA.hy926 tratadas con el TNF-α. Por otro lado, para realizar los 
ensayos de ELISA in vivo se han utilizado extractos tisulares (riñón y aorta) u 
sueros sanguíneos obtenidos de los animales en ayunas. Las muestras de los 
ensayos se inmovilizaron en un soporte sólido sobre el que se añadieron los 
anticuerpos primarios anti-TNF-α (en el caso de las células NRK-52E), anti-IL-6 
(en el caso de las células EA.hy926) y anti-Insulina (en el caso de los sueros 
sanguíneos). A continuación, se añadió un anticuerpo secundario conjugado a 
la peroxidasa. La absorbancia de cada placa se midió usando un lector de 
microplacas a 570 nm, (Bio-Tek, Winooski, VT, Estados Unidos. 
 
4.1.10. Inmunoprecipitación. 
Los extractos proteicos obtenidos como se ha descrito anteriormente 
(200 μg de proteína) se inmunoprecipitaron durante una noche a 4°C con 
rotación suave en presencia de 2-5 μg del anticuerpo anti-fosfo-Tyr20. A 
continuación, se añadió el anticuerpo IgG-agarosa anti-ratón, y después de 
mezclar durante 2 h, se recogieron los precipitados, se lavaron y se guardaron 
a -80ºC para su posterior análisis. 
 
4.1.11. Western blot. 
En la técnica del Western blot (WB) se utilizaron cantidades iguales de 
proteínas, las cuales se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a 
membranas de difluoruro de polivinilideno (Bio-Rad, Madrid, España). Las 
membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente seguido 
de otra incubación con el anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón 
conjugado con un peróxido. Las bandas se visualizaron por ECL. La 
normalización de las bandas se hizo con la β-actina y la α-actinina, y las 
proteínas se cuantificaron utilizando un escáner y el software. 
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4.1.12. Test de Tolerancia a la Glucosa. 
Para llevar a cabo el test de tolerancia a la glucosa (GTT, de sus siglas 
en inglés glucose tolerance test) los animales de experimentación fueron 
mantenidos en ayunas durante la noche. A la mañana siguiente, se les 
administró matinalmente una solución de glucosa al 35% de manera 
intraperitoneal (2 g/Kg de peso corporal). Las muestras de sangre se 
obtuvieron de la cola antes de la carga de glucosa (t = 0) y a los 15, 30, 60, 90 
y 120 min después de la administración de la misma. Los niveles de glucosa en 
sangre se midieron con un glucómetro (LifeScan España, Madrid, España) y los 
cambios de glucemia durante el GTT fueron calculados como el área bajo la 
curva (AUC) por encima de los niveles basales. 
 
4.1.13. Determinación de parámetros bioquímicos con Kits 
comerciales. 
Para el estudio de los parámetros en suero sanguíneo las muestras de 
sangre se recogieron de la cavidad ventricular durante el sacrificio para 
posteriormente obtener el suero mediante centrifugación, como se ha descrito. 
El colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL y los triglicéridos se midieron 
con kits colorimétricos a distintas longitudes de onda: 500 nm, 546/700 nm,  
600/700 y 500 nm respectivamente (BioSystems Atom, Madrid, España). La 
glucosa en sangre se determinó usando un analizador de glucosa contable 
(LifeScan España, Madrid, España). 
La insulina se evaluó con un kit de ELISA para insulina de rata con un 
límite de detección inferior a 0,15 ng/mL. La HbA1c se midió usando un kit de 
turbidimetría de látex siguiendo las instrucciones del fabricante, siendo la 
cantidad mínima detectable 0,1%. La creatinina se analizó con un kit 
colorimétrico siguiendo las instrucciones del fabricante. La sensibilidad a la 
insulina se estimó mediante la determinación del HOMA-IR siguiendo la 
siguiente fórmula: [glucosa en ayunas (mM) x insulina en ayunas (mUL/L)] / 
22,5, y mediante el modelo homeostático de evaluación de la sensibilidad a la 
insulina (HOMA-IS, de las siglas en inglés homeostatic model assessment 
insulin sensitivity) de acuerdo con la siguiente fórmula: [10000 / (glucosa en 
ayunas (mg/ dL) x insulina en ayunas (ng/mL))]. La funcionalidad de las células 
β se evaluó mediante el modelo homeostático de evaluación de la funcionalidad 
beta (HOMA-B, de las siglas en inglés homeostatic model assessment insulin 
β) de acuerdo con la siguiente fórmula: [20 x [insulina en ayunas (μU/mL)] / 
[glucosa en ayunas (mmol/L) – 3,5] 
Para el estudio de los parámetros en orina las muestras se recogieron 
tras poner de manera individual durante 23 h a cada animal en jaulas 
metabólicas. La glucosa y la albúmina urinarias se midieron por el método de la 
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glucosa oxidasa y un kit de turbidimetría de látex, respectivamente, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. El eGFR (mL/min) se calculó de acuerdo con la 
siguiente fórmula: [(creatinina en orina (mg/dL) x volumen de orina (mL/min)) / 
suero creatinina (mg/dL)]. 
Para cuantificar el contenido de glucógeno renal, se tomaron muestras 
de riñón congelado que se trataron con KOH 30%; a continuación, se hirvieron 
y centrifugaron a 12000 g durante 5 min. Finalmente se midió el glucógeno en 
los sobrenadantes usando un kit fluorométrico de glucógeno comercial. 
 
4.2. Técnicas microscópicas. 
4.2.1. Marcaje fluorescente. 
Para los ensayos de la cuantificación de la adhesión de los monocitos a 
las EA.hy926 se utilizaron las células THP-1. Para el marcaje fluorescente de 
estas, 5×106 células/mL se resuspendieron en el RPMI (glucosa 11,1 mM; 
glutamina 2 mM) con calceína a una concentración final de 7,5 µM durante 30 
minutos a 37°C en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2 y un 95% de 
aire. A continuación, las células se lavaron dos veces con PBS y se 
resuspendieron en el RPMI (glucosa 11,1 mM; glutamina 2 mM), considerando 
como número mínimo de células viables marcadas más de un 92%. Una vez 
las células THP-1 estaban marcadas, se incubaban conjuntamente en placas 
de 24 pocillos (2×105 células EA.hy926 por pocillo) durante 1 h a 37°C en una 
atmósfera humidificada con un 5% de CO2 y un 95% de aire. 
Finalmente, las células THP-1 no adheridas se eliminaron mediante 
lavados con PBS, para posteriormente añadir 1 ml del RPMI (glucosa 11,1 mM; 
glutamina 2 mM) y observar la fluorescencia con un microscopio de 
fluorescencia invertido Leica AF6000 LX (longitud de onda de excitación de 488 
nm y longitud de onda de emisión 515 nm). 
 
4.2.2. Tinción histológica. 
Las secciones tisulares de riñón y aorta se tiñeron con hematoxilina y 
eosina (H&E, de las siglas en inglés hematoxylin and eosin) o ácido periódico 
de Schiff (PAS, de las siglas en inglés periodic acid Schiff), respectivamente, de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para evaluar el daño 
histopatológico, se adquirieron imágenes de las secciones con aumentos 200x 
y/o 400x, utilizando una cámara digital (Cámara Leica DFC 320, L'Hospitalet de 
Llobregat, España) conectada al microscopio (Leica DM LB2). A continuación, 
se realizó un análisis morfométrico con el software ImageJ v1.52j (Institutos 
Nacionales de Salud: rsb.info. - nih.gov/ij) y el complemento de deconvolución 
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de color. Estos análisis se realizaron por dos investigadores diferentes de 
manera ciega. 
El daño glomerular y tubular se evaluó de la siguiente manera: el área 
glomerular (μm2) se definió trazando el contorno del glomérulo como la región 
de interés; la expansión mesangial se definió como el área PAS positiva y libre 
de núcleos en la matriz mesangial, dividida entre el área PAS positiva y libre de 
núcleos en el glomérulo; el espacio de Bowman (μm2) se calculó restando el 
área del borde glomerular del contorno de cada glomérulo del área del 
glomérulo; el tamaño tubular cortical, que representa la dilatación tubular, se 
calculó trazando el contorno de cada túbulo (μm2); el grosor del epitelio tubular 
se calculó restando la medida de la membrana apical a la medida del perfil 
tubular (μm2); el área cortical hialina se calculó como el porcentaje de la 
corteza ocupada por el área PAS positiva (μm2) en diez túbulos corticales 
renales por riñón en campos seleccionados al azar. Todas las medidas se 
calcularon a partir de la media de diez campos para cada riñón. 
El daño vascular se evaluó de la siguiente manera: el diámetro aórtico se 
definió midiendo cuatro diámetros internos en ángulo recto (μm); la relación 
grosor/diámetro se definió como el grosor aórtico, dividido entre el diámetro 
aórtico. Dichas medidas se calcularon a partir de la media de diez campos de 
aorta por cada animal. 
 
4.2.3. Marcaje inmunohistoquímico. 
Las secciones corticales renales se incubaron con los anticuerpos 
primarios PCNA, p-Nrf2, p-mTOR, SIRT-1, TNF-α, IL-6, p-p65-NF-κB, MCP-1 y 
CD68; las secciones aorticas se incubaron con p-Nrf2, metalotioneína, SIRT-1, 
TNF-α, IL-6, p-p65, MCP-1, NOS2, COX-2, VCAM-1 e ICAM-1 y las secciones 
colónicas con PCNA, ZO-1, TNF-α, IL-6, MCP-1, CD45, ciclinaE y p21  
respectivamente, durante toda la noche a 4ºC. A continuación, se añadió el 
anticuerpo secundario conjugado con HRP, para finalmente revelarlo con el 
sustrato DAB y contrastarlas con H&E. En las imágenes obtenidas con el 
microscopio, el color marrón corresponde a la inmunotinción proteica específica 
y el color azul claro es la tinción de la hematoxilina nuclear. Se obtuvieron 
imágenes de secciones con aumentos a 200x y/o 400x, utilizando una cámara 
digital (Cámara Leica DFC 320, L'Hospitalet de Llobregat, España) conectada 
al microscopio (Leica DM LB2). El índice de marcajes nucleares (LI, de sus 
siglas en inglés Labelling Index) se calculó como la relación entre el número de 
núcleos inmunopositivos y el número de núcleos totales (PCNA-LI, p-Nrf2-LI). 
Los valores de p-mTOR, SIRT-1, ZO-1, TNF-α, IL-6, p-p65- NF-κB, MCP-1, 
CD68, Metalotioneína, NOS2, COX-2, VCAM-1 e ICAM-1 se calcularon por la 
puntuación de inmunorreactividad asignando valores entre 0-5 en función de 
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las distintas intensidades de color marrón. Los valores de estas proteínas 
también se calcularon como el porcentaje del área teñida con respecto al área 
total, utilizando el complemento de deconvolución de color del software ImageJ 
v1.52j (National Institutes of Health: rsb.info.nih.gov/ij). Se analizaron al menos 
seis secciones por grupo, y dichas secciones fueron examinadas por dos 
investigadores diferentes de manera ciega. Dichas áreas se calcularon a partir 
de la media de diez campos corticales de riñón, de arteria o de colon por cada 
animal. 
 
4.2.4. Ensayo de marcaje del dUTP terminal por la transferasa. 
Para el ensayo de marcaje del dUTP terminal por la transferasa (TUNEL, 
de sus siglas en inglés terminal deoxynucleotidyl transferase dutp nick end 
labeling) las secciones corticales renales y colónicas se permeabilizaron con 
proteinasa K durante 15 minutos a 37°C, y se trataron con H2O2 al 3% durante 
5 minutos para inhibir la actividad de las peroxidasas endógenas. Después de 
un lavado completo con tampón fosfato, las secciones se incubaron con 
tampón de equilibrado durante 10 minutos, seguido de la aplicación inmediata 
de la enzima TdT, bajo condiciones de humedad durante 1 hora a 37ºC. 
Transcurrido este tiempo, la reacción se detuvo y los nucleótidos biotinilados 
incorporados se detectaron por estreptavidina conjugada con peroxidasa, y 
posterior tinción con DAB y contratinción con verde de metilo. 
Se obtuvieron imágenes de secciones con aumentos a 400x, utilizando 
una cámara digital (Cámara Leica DFC 320, L'Hospitalet de Llobregat, España) 
conectada a un microscopio (Leica DM LB2). El índice apoptótico se calculó 
como el número de células marcadas (células teñidas de marrón) dividido por 
el número de células totales. Dicho índice se calculó a partir de la media de 
cincuenta campos corticales de riñón o colon por cada animal. 
 
4.3. Técnicas vasculares. 
4.3.1. Monitorización hemodinámica. 
Las ratas se anestesiaron con una mezcla de ketamina 80 mg/Kg de 
peso y xilacina 8 mg/Kg de peso, se le practicó una traqueotomía y recibieron 
ventilación de manera artificial con aire del ambiente [(volumen ventilación 9 
ml/Kg, 60 respiraciones por minuto, y una presión de expiración final de 2 cm 
H2O) Nemi Scientific Inc, Medway, Estados Unidos]. La sSAP, dSAP y mSAP 
se midió mediante la canulación de la arteria carótida en animales con el pecho 
cerrado. Finalmente, las ratas se sacrificaron por punción cardíaca. 
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4.3.2. Reactividad vascular. 
El cayado aórtico se seccionó y se montó en forma de anillos aórticos 
(presentando un diámetro de 2 mm y una longitud de entre 3 y 4 mm 
aproximadamente) en un baño de órganos con solución de Krebs a 37°C, y 
gaseados con una mezcla de O2 21% y CO2 5%. Después de someter a una 
tensión de estiramiento en reposo de 2 g, los anillos aórticos se trataron 
secuencialmente con agentes vasoconstrictores, como KCl 80 mmol/L y 
fenilefrina 1-10000 nmol/L. A continuación, los anillos se lavaron tres veces con 
solución de Krebs libre de agentes vasoconstrictores y se dejaron recuperar 
durante 30 min. Por último, los anillos se trataron nuevamente con una 
concentración de fenilefrina suficiente para inducir una contracción del 75% de 
la respuesta obtenida con KCl; además, los anillos aórticos se sometieron a 
una curva dosis respuesta a acetilcolina 1-10000 nmol/L o nitroprusiato de 
sodio 0,1-1000 nmol/L. 
 
4.4. Técnicas genéticas. 
El ADN se extrajo de muestras fecales utilizando columnas G-spin 
(INTRON Biotechnology), determinando su concentración con el reactivo 
PicoGreen Quant-IT. A continuación, 3 ng del ADN extraído se usó para 
amplificar la región V3-V4 del gen ARNr 16S mediante la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR, de las siglas en inglés polymerase chain reaction), 
dando lugar a unos fragmentos de aproximadamente 450 pb que incluían colas 
de extensión identificativas. El paso siguiente fue adicionar secuencias 
específicas de Illumina mediante una nueva PCR con un número de ciclos 
bajos, dando lugar a unos fragmentos denominados amplicones que se 
analizaron usando un Bioanalizador 2100 (Agilent technologies, California, 
Estados Unidos), con lo que se obtuvo una mezcla de muestras en cantidades 
equimolares. Esta mezcla se purificó aún más y se cuantificó la concentración 
exacta mediante una PCR en tiempo real (Kapa Biosystems, Inc., Basilea, 
Suiza). 
Finalmente, las muestras se secuenciaron en un instrumento Illumina 
MiSeq con capacidad de lectura de 2x300 secuencias en la Unidad de 
Genómica del Parque Científico de Madrid (Madrid, España). Se utilizó la 
herramienta BIPES para procesar las secuencias en bruto y usando algoritmos 
UCHIME (USEARCH 6.1) se eliminaron secuencias quiméricas en el modo di 
novo, identificándose entre 90000 y 220000 secuencias por muestra mediante 
el software 16S Metagenomics 1.0.1.0 de Illumina. Las secuencias obtenidas 
se agruparon en unidades taxonómicas operativas (OTUs, de sus siglas en 
inglés operational taxonomic units) utilizando USEARCH 6.1, estableciendo la 
distancia umbral en 0,03, con lo que cuando la similitud entre dos secuencias 
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de ARNr 16S fue del 97%, las secuencias se clasificaron como la misma OTU. 
Las secuencias alineadas procedentes de QIIME 2 se analizaron usando 
PyNAST tomando como plantilla la base de datos Greengenes 13_8. A 
continuación, para clasificar las secuencias obtenidas en taxones específicos 
se utilizó el algoritmo de la base de datos del Proyecto Ribosoma, seguido de 
la clasificación e identificación de nomenclatura de estas usando la base de 
datos de Taxonomía (Centro Nacional de Información Biotecnológica). 
Finalmente, los taxones bacterianos identificados se clasificaron según el 
SCFA que son capaces de generar. 
 
4.5. Técnicas cromatográficas. 
4.5.1. Cromatografía de gases. 
Para la cuantificación de los SCFAs, las muestras fecales frescas se 
pesaron y se suspendieron en 1 mL de agua con ácido fosfórico 0,5% por cada 
0,1 g de muestra, e inmediatamente se congelaron a −20ºC. Una vez 
descongeladas, las suspensiones fecales se homogeneizaron con un vórtex 
durante 2 minutos y se centrifugaron durante 10 minutos a 17949 g. Del 
sobrenadante obtenido se tomaron 400 μL y se diluyeron con 100 μL de ácido 
4-metilvalerico (utilizado como patrón interno a una concentración final de 788 
μM). A continuación, la solución obtenida se extrajo con 1 mL de n-butanol 
durante 21 min y se centrifugó durante 105 min a 16000 g. En el sobrenadante 
resultante se midieron los SCFAs con un equipo de Cromatografía de Gases 
Agilent 7890A acoplado a un Espectrómetro de Masas Simple Cuadrupolo 
Agilent 5975C (Agilent technologies, California, Estados Unidos). Una solución 
madre que contenía la mezcla de estándares (WSFA-2; Sigma-Aldrich, Madrid, 
España), que se sometió al mismo proceso de extracción que las muestras, se 
diluyó para obtener una curva de calibración que contenía concentraciones de 
2 a 10000 μM. Finalmente, las concentraciones de acetato, propionato y 
butirato obtenidas se expresaron como μM/g de muestra. 
 
4.5.2. Cromatografía de intercambio iónico.  
Para la determinación del lactato, las muestras fecales se descongelaron, 
pesaron, y se suspendieron en agua MilliQ. A continuación, las muestras se 
homogenizaron con un procesador de líquidos ultrasónico Vibra-Cell CV18 
(Sonics & Materials, Connecticut, Estados Unidos), y las suspensiones fecales 
resultantes se centrifugaron a 1000 g durante 5 min. El sobrenadante obtenido 
se filtró a través de un filtro de acetato de celulosa 0,2μm (VWR International, 
Barcelona, España). Después de la filtración, se midió el lactato con un equipo 
avanzado de Cromatografía Iónica Compacta IC867 (Metrohm AG, Herisau, 
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Suiza), utilizando como estándar de calibración el L-lactato de sodio (Sigma-
Aldrich, Madrid, España). Finalmente, las concentraciones de lactato obtenidas 
se expresaron como μM/g de muestra. 
 
5. Análisis estadístico. 
Para determinar la normalidad y la homogeneidad de las varianzas de los 
datos obtenidos se utilizaron las pruebas de D'Agostino, de Pearson y de 
Levene; para las comparaciones múltiples, se utilizó el análisis de la varianza 
(ANOVA) de una vía, seguida de la prueba de Bonferroni o Tukey cuando las 
variaciones eran homogéneas o de la prueba de Tamhane cuando las 
variaciones no lo eran, considerando las diferencias significativas cuando 
p<0,05. Para evaluar el grado de relación entre los parámetros se utilizó la 
prueba de correlación de Pearson de dos colas, considerando la correlación 
positiva significativa cuando r>0,5, y negativa cuando r<-0,5. Para todo ello se 
utilizó el programa estadístico GraphPad Prism versión 7.00 (GraphPad 
software Inc., La Jolla, California). 
Para determinar la diversidad α se utilizaron los índices de Shannon, Chao y 
Simpson, normalizando las lecturas de cada OTU con las lecturas totales de 
cada muestra. Para evaluar la diversidad β se utilizaron los estudios de 
clasificación no supervisados mediante análisis de componentes principales 
(PCA, de sus siglas en inglés principal component analysis). Para llevar a cabo 
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1. Capítulo primero - Efecto de los flavanoles del cacao y sus 
metabolitos colónicos sobre las alteraciones de la funcionalidad y el 
daño oxidativo renal en modelos de experimentación. 
1.1. Resumen de los estudios en células renales en cultivo. 
1.1.1. Artículo I. 
 
La DN es una de las complicaciones microvasculares diabéticas más 
comunes en estos pacientes y, también, una de las principales causas de la 
enfermedad renal terminal. En la DN, la hiperglucemia crónica se asocia con 
los cambios túbulo-intersticiales que acompañan a la disfunción renal. Por ello, 
el control a largo plazo de la glucemia constituye una herramienta valiosa que 
contribuye a prevenir la nefropatía. En este sentido, diversas evidencias han 
mostrado que los flavonoides podrían poseer efectos antidiabéticos. De manera 
más concreta, se ha sugerido que la EC y los principales ácidos fenólicos 
colónicos derivados de la ingesta de flavonoides (el DHBA, el DHPAA, el HPPA 
y el VA) ejercen efectos beneficiosos en la diabetes, aunque el mecanismo por 
el cual llevan a cabo este efecto sigue siendo desconocido en la actualidad. 
El objetivo de este estudio fue evaluar la modulación de la homeostasis 
glucídica y la regulación de la señalización de la insulina por los compuestos 
mencionados anteriormente en las células renales NRK-52E. Para ello, se han 
evaluado los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2, la producción y captación de 
glucosa, así como las proteínas claves de la ruta de señalización de la insulina 
(el IR, el IRS-1 y la PI3K/AKT) y de la gluconeogénesis (la PEPCK). 
En condiciones fisiológicas, el tratamiento de las células NRK-52E con la 
EC (5-20 μM) y con el DHBA (20 μM) durante 24 horas redujo la producción y 
la captación de glucosa, sin modificar los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2. 
Además, ambos compuestos fueron capaces de disminuir la expresión de la 
PEPCK mediante la activación de la AKT, así como de incrementar los niveles 
fosforilados y totales de las proteínas IR e IRS-1. 
Estos resultados han permitido concluir que, en condiciones fisiológicas, 
el tratamiento de las células NRK-52E con la EC y el DHBA regulan la 
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homeostasis glucídica renal mediante la modulación de los procesos de 
producción y captación de glucosa, y fortalecen la vía de señalización de la 
insulina por la activación de proteínas claves de la ruta. 
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por la puesta a punto del modelo in vitro, así como por la realización de 
las distintas técnicas bioquímicas: la viabilidad por cristal violeta, la producción 
y la captación de glucosa, la IP y el WB. Además, ha participado en el análisis, 
redacción y discusión de los resultados. 
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1.1.2. Artículo II. 
 
La glucotoxicidad que provocan los altos niveles de glucosa es la 
principal causa en la patogénesis de la diabetes, y también en la DN. En la 
actualidad no existen tratamientos efectivos para la DN, por ello, el desarrollo 
de nuevas estrategias es crítico para los pacientes con DN. Diversos estudios 
han puesto de manifiesto que la EC y los principales ácidos fenólicos colónicos 
derivados de la ingesta de flavonoides podrían tener efectos antidiabéticos; sin 
embargo, los mecanismos a través de los cuales ejercen un efecto protector en 
la homeostasis glucídica y en la señalización de la insulina en el riñón se 
desconocen. 
El objetivo de este estudio consistió en evaluar la modulación de la 
homeostasis glucídica y la regulación de la señalización de la insulina por la EC 
y los ácidos fenólicos colónicos derivados de la ingesta de flavonoides (el 
DHBA, el DHPAA y el HPPA) en las células renales NRK-52E sometidas a 
altas dosis de glucosa (30 mM). 
Para evaluar el posible efecto protector de la EC (10 µM) y del DHPAA 
(10 µM), las células NRK-52E se pretrataron 2 horas con ambas sustancias 
naturales y, a continuación, con una alta dosis de glucosa (30 mM, 22 horas). 
Se analizaron los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2, la producción y la 
captación de glucosa, así como las proteínas claves de la ruta de señalización 
de la insulina (el IR y la PI3K/AKT), de la gluconeogénesis (la AMPK y la 
PEPCK) y de la glucogenogénesis (la GSK3 y la GS). 
Estos estudios mostraron que el pretratamiento de las células NRK-52E 
con la EC (10 μM) y el DHPAA (10 μM) previno el aumento de la producción y 
captación de glucosa inducido por la alta concentración de glucosa sin 
modificar los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2. Este efecto protector se anuló 
cuando se inhibieron la AKT y la AMPK, sugiriendo la participación de ambas 
proteínas en los procesos anteriores. Además, la EC y el DHPAA fueron 
capaces de prevenir la disminución de los niveles fosforilados y totales del IR 
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causados por el tratamiento de las células con altas dosis de glucosa. El 
pretratamiento con la EC y con el DHPAA también previno la inactivación de la 
ruta de la PI3K/AKT y de la AMPK, así como el incremento de la expresión de 
la PEPCK inducido por altas dosis de glucosa. 
Estos resultados han permitido concluir que el pretratamiento de las 
células NRK-52E con la EC y con el DHPAA previene o retrasa una posible 
disfunción de dichas células tubulares expuestas a altas dosis de glucosa, ya 
que son capaces de evitar el bloqueo de la señalización de la insulina y 
contribuir a la modulación de la homeostasis glucídica al regular la vía de la 
PI3K/AKT y la AMPK.  
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por la puesta a punto del modelo in vitro, así como por la realización de 
las distintas técnicas bioquímicas: la producción de glucosa, la captación de 
glucosa y el WB. Además, ha participado en el análisis, redacción y discusión 
de los resultados. 
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1.1.3. Artículo III. 
 
El estrés oxidativo juega un papel fundamental en la patogénesis de la 
DN. Por su parte, los compuestos fenólicos, como la EC, poseen actividad 
antioxidante, pero también parecen tener otros efectos beneficiosos para la 
salud, como propiedades antidiabéticas. Por tanto, estos compuestos fenólicos 
pueden ser buenos candidatos para modular rutas relacionadas con el estrés 
oxidativo y proteger a las células tubulares del riñón durante la DN. 
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la EC y de los ácidos 
fenólicos colónicos derivados de la ingesta de los flavonoides (el DHBA, el 
DHPAA y el HPPA) sobre el estado oxidativo en las células NRK-52E 
sometidas a altas dosis de glucosa (30 mM). Para analizar el posible efecto 
protector, las células se expusieron durante 2 horas a diferentes 
concentraciones de los compuestos fenólicos (1-20 µM) y, a continuación, con 
una alta dosis de glucosa (30 mM, 22 horas). Posteriormente, se evaluaron los 
niveles de los ROS y de las principales defensas antioxidantes (el GSH, la 
GPx, la GR, la SOD y la CAT), así como proteínas clave relacionadas con el 
estrés oxidativo (las MAPKs, la SIRT-1 y la NOX-4). 
Los resultados obtenidos mostraron que el pretratamiento de las células 
NRK-52E con la EC (10 μM) y el DHPAA (10 μM) protegió frente al aumento de 
los ROS provocado por la incubación de las células con altas concentraciones 
de glucosa. Además, el pretratamiento de las células con ambos compuestos 
fenólicos previno el descenso de los niveles de las defensas antioxidantes y de 
la SIRT-1, así como el aumento de la expresión de los valores fosforilados y 
totales de las MAPKs (las ERKs, las JNKs y la p38) y de la NOX-4 causados 
por las condiciones de altas dosis de glucosa. Asimismo, el uso de inhibidores 
específicos de la SIRT-1 y de la NOX-4 mostró la participación de ambas 
proteínas en el efecto protector de los compuestos fenólicos frente al 
desequilibrio redox producido por las altas concentraciones de glucosa. 




Todas estas evidencias experimentales han permitido concluir que el 
tratamiento de las células NRK-52E con la EC y con el DHPAA protege del 
estrés oxidativo generado en las células por la alta concentración de glucosa 
mediante la modulación de diferentes vías de señalización, jugando un papel 
clave en dicha regulación la SIRT-1 y la NOX-4. 
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por la puesta a punto del modelo in vitro, así como por la realización de 
las distintas técnicas bioquímicas: la producción de los ROS, el contenido del 
GSH, la actividad de las enzimas antioxidantes y el Western blot. Además, ha 
participado en el análisis, redacción y discusión de los resultados. 
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1.2. Resumen de los estudios renales en animales de 
experimentación. 
1.2.1. Artículo IV. 
 
La DN es una complicación microvascular frecuente en los pacientes 
diabéticos. Los principales síntomas clínicos incluyen modificaciones 
estructurales y funcionales en el glomérulo y los túbulos, lo que altera la 
funcionalidad renal y conduce a la aparición de proteinuria, expansión 
glomerular, fibrosis tubular, etc. y, a largo plazo, al deterioro irreversible de la 
función renal. Dado que en la actualidad no existen tratamientos efectivos 
frente a la DN más allá del alivio de los síntomas (control de la glucemia, 
diálisis y trasplante de riñón), el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas 
efectivas son críticas para los pacientes con DN. En este sentido, distintas 
investigaciones han demostrado los efectos antidiabéticos del cacao debido a 
su capacidad para disminuir la glucemia. No obstante, sus efectos beneficiosos 
en la homeostasis glucídica renal y los mecanismos moleculares mediante los 
que ejerce sus potenciales efectos beneficiosos aún se desconocen. 
El objetivo de este estudio consistió en evaluar las propiedades 
antidiabéticas del cacao y la valoración de sus potenciales acciones sobre la 
homeostasis glucídica y la regulación de la señalización de la insulina en el 
córtex renal de las ratas ZDF. 
Para llevar a cabo estos estudios sobre el posible efecto protector del 
cacao se ha empleado un modelo animal, las ratas ZDF. Se trata de animales 
hiperfágicos que están predispuestos a desarrollar la T2D. En este trabajo se 
dispusieron tres grupos experimentales: las ratas macho ZL (animales control 
que no desarrollan la T2D) y un grupo de animales ZDF, ambos alimentados 
con la dieta control (ZDF-C), y otro grupo de ratas ZDF que recibió una dieta 
enriquecida en cacao al 10% (ZDF-Co). Las investigaciones se llevaron a cabo 
desde la semana diez a la veinte de vida. A continuación, se evaluaron 
parámetros fisiológicos y morfológicos, y en los homogenados de córtex renal 
se analizaron los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2, así como las proteínas 




claves de la ruta de señalización de la insulina (el IR), de la gluconeogénesis 
(la PEPCK y la G-6-Pasa) y de la glucogenogénesis (la GSK3 y la GS). 
Los resultados obtenidos mostraron que las ratas diabéticas alimentadas 
con cacao disminuyeron su peso corporal, glucemia e insulinemia, a la vez que 
mejoraron la tolerancia a la glucosa, la resistencia a la insulina y las 
alteraciones estructurales en la corteza renal (hipertrofia tubular y glomerular, 
expansión mesangial y del espacio de Bowman, y dilatación de los túbulos) en 
comparación con los animales ZDF-C. Además, la dieta rica en cacao previno 
la disminución de los niveles fosforilados de la proteína IR y la inactivación de 
la ruta de la GSK3/GS en el córtex renal de las ratas diabéticas. También, se 
demostró que el efecto antidiabético del cacao parecía estar mediado por la 
capacidad del cacao para disminuir los niveles de la PEPCK, de la G-6-Pasa y 
de los transportadores GLUT-2 y SGLT-2 en la corteza renal de las ratas ZDF-
Co. 
Todos estos resultados han permitido concluir que la alimentación con 
una dieta rica en cacao atenúa el daño renal al contribuir a modular la 
homeostasis glucídica y mantener la morfología del órgano en las ratas T2D.  
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por el apoyo en el cuidado y mantenimiento del modelo in vivo, así 
como por la realización de las distintas técnicas bioquímicas: el WB, el GTT y la 
cuantificación de parámetros fisiológicos con kits comerciales. Además, ha 
participado en el análisis, redacción y discusión de los resultados. 
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1.2.2. Artículo V. 
 
El equilibrio redox, la autofagia y la apoptosis son procesos íntimamente 
relacionados con el desarrollo de la DN y cuya alteración contribuye al progreso 
de esta patología. Recientemente se ha demostrado que durante la DN se 
produce un aumento del estrés oxidativo junto con un incremento de la 
apoptosis y un descenso de la autofagia en las estructuras renales. En relación 
con estos procesos, la identificación de nuevos agentes capaces de modularlos 
constituye una estrategia muy interesante para la prevención o atenuación del 
daño renal en la DN. En este sentido, diferentes estudios sugieren que el cacao 
podría reducir el riesgo de padecer complicaciones diabéticas micro- y macro-
vasculares, ya que modula diferentes procesos celulares relacionados con el 
estrés oxidativo y la diabetes; sin embargo, los mecanismos moleculares 
responsables de esta posible actividad protectora actualmente se desconocen. 
El objetivo de este estudio fue evaluar las propiedades antidiabéticas del 
cacao sobre el estado redox, la autofagia y la apoptosis en el córtex renal de 
las ratas ZDF. Para realizar estas investigaciones, desde la semana diez a la 
veinte de vida, las ratas macho ZL y ZDF-C se alimentaron con la dieta control, 
y otro grupo de animales ZDF recibió una dieta enriquecida en cacao al 10% 
(ZDF-Co). Posteriormente, para valorar el posible efecto protector de la dieta 
rica en cacao frente a los procesos relacionados con el estrés oxidativo, la 
apoptosis y la autofagia, en homogenados de córtex renal se evaluaron los 
niveles de los ROS, de los carbonilos y algunas de las principales defensas 
antioxidantes (el GSH, la GPx, la GR, la SOD y la CAT), así como proteínas 
clave relacionadas con los procesos de estrés oxidativo (las MAPKs, el Nrf2, la 
SIRT-1 y la NOX-4), autofagia (la p62, la Beclina-1 y el LC3I/II), apoptosis (la 
AMPK, el mTOR, la Casp-3, la Casp-9, el Bax y el Bcl-xL) y proliferación (el 
PCNA). 
Estos estudios mostraron que las ratas diabéticas alimentadas con cacao 
mejoraron su función renal, así como la homeostasis glucídica, como se ha 
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mencionado anteriormente. Además, la dieta rica en cacao redujo el 
incremento del estrés oxidativo respecto a las ratas ZDF-C, ya que presentaron 
un descenso en los niveles de los ROS, de los grupos carbonilo, y en los 
valores fosforilados de las ERKs, así como de la NOX-4 en la corteza renal de 
las ratas diabéticas. El efecto modulador del cacao sobre el estado redox 
también parece estar mediado por la capacidad de este alimento para 
aumentar la actividad de las enzimas SOD y CAT, incrementar los niveles 
fosforilados del Nrf2 y de la AMPK, así como los niveles totales de la SIRT-1 en 
el córtex del riñón de las ratas diabéticas. Además, la ingesta de cacao en las 
ratas diabéticas atenuó el daño cortical renal mediante la activación de la 
autofagia (descenso de la expresión de la p62 e incremento de la expresión de 
la Beclina-1 y del LC3II) y la inhibición de la apoptosis (aumento de la 
expresión del Bcl-xL y reducción de la expresión de la Casp-3, de la Casp-9 y 
del Bax). 
En resumen, se podría concluir que la alimentación con una dieta rica en 
cacao atenuó el daño renal protegiendo del estrés oxidativo, estimulando la 
autofagia e inhibiendo la apoptosis en las ratas T2D.  
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por el apoyo en el cuidado y mantenimiento del modelo in vivo, así 
como por la realización de las distintas técnicas bioquímicas: producción de los 
ROS, contenido de grupos carbonilos, WB y cuantificación de parámetros 
fisiológicos con kits comerciales. Además, ha participado en el análisis, 
redacción y discusión de los resultados. 
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2. Capítulo segundo - Efecto de los flavanoles del cacao sobre las 
alteraciones de la funcionalidad y el daño oxidativo vascular en 
modelos de experimentación. 
2.1. Resumen de los estudios en células endoteliales en cultivo. 
2.1.1. Artículo VI. 
 
El estrés oxidativo desempeña un papel fundamental en la disfunción 
endotelial, factor clave en el desarrollo de las patologías vasculares. Diversos 
estudios ponen de manifiesto que los flavanoles, la mayor fuente de 
antioxidantes del cacao, podrían estar relacionados con la protección vascular 
y, en consecuencia, con una disminución del riesgo de padecer enfermedades 
cardiovasculares. Sin embargo, la biodisponibilidad de estos compuestos es 
muy baja por lo que su bioactividad in vivo parece estar mediada en parte por 
los metabolitos colónicos en los que son transformados por la microbiota 
intestinal. En consecuencia, el objetivo de este estudio ha sido evaluar el efecto 
de algunos de estos ácidos fenólicos colónicos derivados de la ingesta de 
flavonoides (el DHBA, el DHPAA y el HPPA) y de una mezcla de ellos (MIX) 
sobre el estado oxidativo y la función endotelial en las células EA.hy926. Para 
ello, se han determinado parámetros redox como la generación de los ROS, los 
niveles de grupos carbonilos, las principales defensas antioxidantes (el GSH y 
la GPx), y los niveles de las proteínas que constituyen importantes rutas de 
señalización implicadas en su funcionalidad (la PI3K/AKT, la AMPK, las MAPKs 
y la eNOS). Los resultados del estudio muestran que una mezcla de ácidos 
fenólicos (el DHBA, el DHPAA y el HPPA) a concentraciones fisiológicas (4 μM 
cada uno) es capaz de aumentar la funcionalidad de las células EA.hy926 al 
incrementar los valores fosforilados de la eNOS y la producción del NO. 
Además, mediante el uso de inhibidores específicos de la AKT y de la AMPK se 
ha podido demostrar la participación clave de ambas proteínas en el efecto 
activador de la eNOS. Igualmente, estos compuestos fenólicos fueron capaces 
también de prevenir la disfunción endotelial y la muerte celular inducida por una 




situación de estrés oxidativo al disminuir la generación de los ROS, la 
activación de las ERKs y de las JNKs y, en consecuencia, el daño oxidativo.   
Estos resultados nos han permitido concluir que el tratamiento de las 
células EA.hy926 con una mezcla de ácidos fenólicos derivados de la 
transformación microbiana de los flavonoides podría prevenir la disfunción 
endotelial inducida por el estrés oxidativo. 
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por la puesta a punto del modelo in vitro, así como por la realización de 
las distintas técnicas bioquímicas: la viabilidad por cristal violeta, la producción 
de los ROS, el contenido del GSH, la actividad de las enzimas antioxidantes, el 
contenido de grupos carbonilos, la producción del NO y el WB. Además, ha 
participado en el análisis, redacción y discusión de los resultados. 
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2.2. Resumen de los estudios en aorta de animales de 
experimentación. 
2.2.1. Artículo VII. 
 
La T2D se acompaña con daños funcionales y estructurales de la pared 
arterial que conducen al desarrollo de las complicaciones macrovasculares y a 
la enfermedad cardiovascular, una de las principales causas de muerte en 
estos pacientes. Cada vez más se empieza a descubrir que los flavanoles 
pueden tener un efecto favorable sobre las arterias al mejorar la función 
vascular y prevenir la rigidez arterial. Dada la gran cantidad de flavanoles 
presentes en el cacao, el objetivo de este estudio ha sido evaluar el potencial 
efecto protector de una dieta rica en cacao sobre las alteraciones estructurales 
y funcionales vasculares en la diabetes y su mecanismo de acción. Para ello, 
se ha empleado un modelo animal de T2D, las ratas ZDF. Las ratas macho ZL 
(no diabéticas) fueron alimentadas con una dieta control y las ratas macho ZDF 
fueron alimentadas con una dieta control (ZDF-C) o con una dieta enriquecida 
en cacao al 10% (ZDF-Co) desde la semana diez a la veinte de vida. Al final del 
estudio, se evaluaron parámetros hemodinámicos, fisiológicos y morfológicos. 
En homogenados de arteria, se determinaron los niveles de los ROS, de los 
grupos carbonilos y de las principales defensas antioxidantes (el GSH, la GPx y 
la GR) así como algunas proteínas relacionadas con los procesos de estrés 
oxidativo (las MAPKs, el Nrf2, la SIRT-1 y la NOXs). Los resultados de estos 
estudios han puesto de manifiesto que las ratas diabéticas alimentadas con 
cacao presentan una disminución de la presión arterial y del pulso de presión 
(PP de sus siglas en inglés Pulse Pressure) y, en consecuencia, de la rigidez 
aórtica. Igualmente, la dieta rica en cacao evitó el aumento del grosor de la 
pared arterial y del número de fibras de colágeno y preservó el número y la 
integridad de las fibras de elastina en los animales diabéticos. Por último, la 
dieta rica en cacao fue capaz de proteger del incremento del estrés oxidativo 
aórtico en las ratas diabéticas mediante la disminución de los valores de las 
proteínas relacionadas con el estrés oxidativo (las ERKs, las JNKs, la NOX-2 y 
la NOX-4), de los niveles de lo ROS y de los grupos carbonilos, así como 
mediante el aumento de los valores totales y fosforilados de la SIRT-1 y del 
Nrf2. 




En conjunto, estos resultados han permitido concluir que la alimentación 
con una dieta rica en cacao atenúa la rigidez y el remodelado aórtico, así como 
el estrés oxidativo de los animales con T2D. Este efecto parece estar mediado 
a través de la modulación de los niveles de las NOXs, de la SIRT-1 y del Nrf2. 
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por el apoyo en el cuidado y mantenimiento del modelo animal in vivo, 
así como por la realización de las distintas técnicas bioquímicas: la producción 
de los ROS, el contenido del GSH, la actividad de las enzimas antioxidantes, el 
contenido de grupos carbonilos, el WB, el GTT y la cuantificación de 
parámetros fisiológicos con kits comerciales. Además, ha participado en el 
análisis, redacción y discusión de los resultados. 




































































3. Capítulo tercero - Efecto de los flavanoles del cacao sobre la salud 
intestinal y la microbiota intestinal en animales diabéticos. 
3.1. Resumen de los estudios en animales de experimentación. 
3.1.1. Artículo VIII. 
 
El cacao posee efectos antidiabéticos, lo que hace que la ingesta de una 
dieta rica en cacao en las ratas diabéticas mejore su metabolismo glucídico 
mediante múltiples mecanismos. Muchas enfermedades se caracterizan por 
alteraciones en la composición de la microbiota, lo que indica que el 
microbioma está estrechamente involucrado en el desarrollo de numerosas 
patologías, incluida la T2D. En este sentido, el cacao es capaz de modificar la 
composición de la microbiota intestinal de los humanos y de las ratas en 
condiciones saludables. Por lo tanto, es probable que la interacción de los 
componentes del cacao con la microbiota pudiera de algún modo contribuir a 
los efectos antidiabéticos del cacao. Así pues, el objetivo de este estudio ha 
sido evaluar el efecto modulador de la ingesta de cacao sobre la salud 
intestinal y sobre la microbiota intestinal en las ratas diabéticas ZDF. 
Para ello, se han empleado ratas macho ZL que han sido alimentadas 
con la dieta control y ratas macho ZDF que han sido alimentadas con la dieta 
control (ZDF-C) o con la dieta enriquecida en cacao al 10% (ZDF-Co) desde la 
semana diez a la veinte de vida. En este estudio, se han evaluado parámetros 
fisiológicos y morfológicos del epitelio colónico, así como la composición de la 
microbiota intestinal y los niveles de los SCFAs y del lactato de las heces. Los 
resultados muestran que las ratas diabéticas alimentadas con cacao presentan 
en la mucosa intestinal un aumento de los niveles de las proteínas ZO-1 y 
mucina, así como un descenso de la expresión de las citoquinas 
proinflamatorias (el TNF-α, la IL-6 y el MCP-1). 
Además, el cacao fue capaz de modular la composición de la microbiota 
intestinal de las ratas diabéticas hacia un perfil más saludable, similar al de las 
ratas no diabéticas. En concreto, la dieta rica en cacao fue capaz de aumentar 




la abundancia relativa de las bacterias productoras de acetato (del género 
Blautia) y de evitar el aumento de la cantidad relativa de bacterias productoras 
de lactato (del género Enterococcus y Lactobacillus) en los animales 
diabéticos. En consecuencia, los niveles totales de los SCFAs (principalmente 
del acetato) aumentaron significativamente en las heces de las ratas diabéticas 
alimentadas con cacao. Finalmente, la modificación de la microbiota intestinal 
se asoció estrechamente con una mejora de los parámetros bioquímicos 
relacionados con la homeostasis glucídica, la integridad intestinal y la 
inflamación.  
Estos resultados nos han permitido concluir que la alimentación de las 
ratas diabéticas con una dieta rica en cacao modifica la composición de la 
microbiota intestinal hacia un perfil microbiano más saludable, sugiriendo que 
estos cambios podrían estar en parte relacionados con la mejora de la 
homeostasis glucídica y de la salud intestinal. 
La aportación del doctorando y primer firmante del presente artículo ha 
pasado por el apoyo en el cuidado y mantenimiento del modelo in vivo, así 
como por la obtención de las muestras fecales y por la realización de las 
distintas técnicas bioquímicas: el GTT y la cuantificación de parámetros 
fisiológicos con kits comerciales. Además, ha participado en el análisis, 
redacción y discusión de los resultados. 
































































4. Capítulo cuarto - Efecto antiinflamatorio de los flavanoles del cacao y 
sus metabolitos colónicos en modelos de experimentación. 
4.1. Resultados inéditos investigación renal. 
4.1.1. Estudios en células renales en cultivo. 
 Una concentración alta de glucosa combinada con el LPS induce 
estrés oxidativo e inflamación en las células renales. 
En primer lugar, con el fin de poner a punto un modelo de inflamación 
que simule la situación que se produce en la DN (hiperglucemia y 
endotoxemia), se combinaron la misma concentración de glucosa (30mM) que 
se ha venido empleando en los estudios de células renales y diferentes dosis 
de LPS. Las células tubulares de riñón NRK-52E se trataron durante 22 horas 
con 30 mM de glucosa y con las diferentes concentraciones de LPS (0,25-5 
µg/mL), y se evaluó la viabilidad celular y la generación de los ROS. 
Como se muestra en la Figura 1A, las distintas concentraciones de 
LPS en combinación con la glucosa (30 mM) no provocaron ningún efecto 
toxico en las células, ya que la viabilidad celular se mantuvo similar a la 
encontrada en las células control. Sin embargo, cuando se analizó la 
generación de ROS en las mismas condiciones experimentales, como se 
observa en la Figura 1B, se produjo un incremento de los niveles de los ROS 
al tratar las células únicamente con la glucosa. De manera similar, aumentó la 
generación de los ROS cuando se incubaron las células con las dosis del LPS 
de 0,25-5 µg/mL. Se ha de destacar que el tratamiento con 1 µg/mL de LPS en 
combinación con la glucosa causó el mayor aumento en los valores de 
generación de los ROS en las células. 
Para evaluar el estado inflamatorio generado por la estimulación con la 
alta concentración de glucosa y en combinación con las del LPS en las células 
NRK-52E, se midieron por la técnica del ELISA los niveles de dos citoquinas 
proinflamatorias clave, como son el TNF-α y la IL-6. 
En la Figura 2A se puede observar que el tratamiento con la glucosa 
(30 mM) junto con la concentración más baja del LPS (0,25 µg/mL) no producía 
un aumento de los niveles del TNF-α. Sin embargo, cuando se utilizaron dosis 
más elevadas del LPS (0,5-5 µg/mL), sí se observó un incremento dosis-
dependiente de la secreción del TNF-α respecto a los niveles del control, 
siendo similar dicho incremento para las dosis 1 y 2,5 µg/mL de LPS. 
En cuanto a los niveles de la IL-6, cuando las células se trataron con la 
glucosa junto con las dosis menores del LPS (0,25-0,5 µg/mL) no se produjo un 
aumento de los niveles de esta citoquina (Figura 2B). A diferencia de esto, 
cuando se utilizaron el resto de dosis del LPS (1-5 µg/mL), los niveles de la IL-6 




se incrementaron respecto a los de las células control, si bien este aumento fue 
similar para las distintas dosis del LPS (1-5 µg/mL). A la luz de estos datos, se 
seleccionó la concentración de 1 µg/mL del LPS para los estudios posteriores, 
ya que era la dosis más baja y, por tanto, más realista, capaz de aumentar el 
estrés oxidativo e inducir un estado proinflamatorio sin dañar a las células 
NRK-52E. 
Todos estos resultados sugieren que la combinación de glucosa y el 
LPS induce estrés oxidativo y un estado proinflamatorio leve y crónico similar al 
que se produce en la DN. 
 
 La EC y el metabolito colónico de los flavanoles del cacao DHBA 
protegen a las células renales del estrés oxidativo y la inflamación 
inducidos por una alta dosis de glucosa y el LPS. 
Para poder evaluar el efecto protector de la EC y los metabolitos 
colónicos mayoritarios en orina derivados de la ingesta de los flavanoles, las 
células NRK-52E se preincubaron con la EC, el DHBA, el DHPAA o el HPPA 
(1-10 µM) durante 2 horas y, a continuación, se estimularon con la glucosa (30 
mM) y el LPS (1 µg/mL) durante 22 horas. Se evaluó el estado redox mediante 
la medida de los niveles de los ROS y la citoquinas proinflamatorias TNF-α e 
IL-6. 
En la Figura 3A se observa que el pretratamiento con la dosis más 
baja de los distintos compuestos fenólicos (1 µM) no protegió del aumento de la 
generación de los ROS en las células renales tratadas con la glucosa y el LPS. 
Sin embargo, cuando las células se pretrataron con concentraciones más altas 
de la EC y del DHBA (5-10 µM), los valores de producción de los ROS 
retornaron a los niveles de las células control. Por el contrario, el pre-
tratamiento con el DHPAA y el HPPA (1-10 µM) no fue capaz de reducir la 
generación de los ROS en comparación con la dosis del LPS. Estos resultados 
indican que la EC y el DHBA protegen completamente del estrés oxidativo 
generado por el estímulo G+LPS, mientras que el DHPAA y el HPPA no 
mostraron ningún efecto preventivo frente al daño oxidativo. 
También se analizó el efecto protector de los compuestos sobre el 
estado inflamatorio (niveles del TNF-α y de la IL-6) manteniendo las mismas 
condiciones de estimulación y de pretratamiento comentadas anteriormente en 
las células NRK-52E. De manera similar a lo que se ha descrito en los 
resultados anteriores, se observa que las dosis más bajas ensayada de todos 
los compuestos fenólicos (1 µM) no fue capaz de proteger del aumento de los 
niveles del TNF-α en las células renales tratadas con la glucosa y el LPS 
(Figura 3B). Además, la concentración más alta (10 µM) del DHPAA y el HPPA 




tampoco mostró ese efecto protector frente al aumento de TNF-α inducido por 
G+LPS. Por el contrario, cuando las células se pretrataron con la concentración 
de 5 µM de la EC y del DHBA, los valores del TNF-α disminuyeron hasta los 
niveles control, mientras que la concentración de 10 µM indujo niveles del TNF-
α similares a los de la dosis de 5 µM, y ligeramente más altos a los de las 
células sin tratar. De manera similar a lo que ocurría cuando se evaluó la 
generación de los ROS, en la Figura 3C se muestra que las dosis más bajas 
de ninguno de los compuestos fenólicos (1 µM) logró disminuir los niveles de la 
IL-6 en las células renales tratadas con la glucosa y el LPS. Sin embargo, 
cuando se utilizaron concentraciones más altas de la EC y del DHBA (5-10 µM) 
los valores de la IL-6 disminuyeron hasta alcanzar los niveles control. Por su 
parte, ninguna de las concentraciones del DHPAA y del HPPA fueron capaces 
de prevenir el estímulo proinflamatorio inducido por G+LPS. 
Todos estos resultados sugieren que la EC y el DHBA a una 
concentración realista (5 μM) inducen un efecto protector frente al estrés y la 
inflamación inducido por las altas dosis de glucosa (30mM) junto con el LPS (1 
µg/mL) en las células NRK-52E, mientras que DHPAA y HPPA no fueron 
capaces de prevenir el daño inducido en este modelo celular. 
 
 La EC y el metabolito colónico de los flavanoles del cacao (DHBA) 
protegen del aumento de las moléculas de adhesión inducido por las 
altas dosis de glucosa junto con el LPS. 
La VCAM-1 y la ICAM-1 son moléculas situadas en la membrana 
plasmática de las células y cuya función es permitir la adhesión de los 
monocitos y macrófagos a estas. Los niveles de la VCAM-1 medidos por el WB 
se incrementaron cuando las células NRK-52E se trataron con la mezcla de 
glucosa y el LPS (Figura 4A); sin embargo, este efecto se atenuó cuando las 
células se trataron previamente con la EC y el DHBA (5 µM), aunque no se 
llegaron a alcanzar los niveles de las células controles. 
Además, como se puede observar en la Figura 4B, también se produjo 
un aumento de los niveles de la ICAM-1 cuando las células se trataron con las 
altas dosis de glucosa y el LPS, aunque esto se revertía totalmente cuando las 
células se preincubaron con la EC y el DHBA (5 µM). Ambos resultados 
sugerían que la EC y el DHBA podrían proteger de la inflamación regulando la 








4.1.2. Estudios renales en animales de experimentación. 
 Efecto de una dieta rica en cacao sobre la inflamación en la corteza 
renal de los animales con T2D. 
Las ratas ZDF son obesas y están predispuestas a desarrollar T2D. En 
ambas patologías está presente una inflamación crónica, por lo que el análisis 
de los marcadores proinflamatorios como el TNF-α, la IL-6, el MCP-1 y el CD68 
en la corteza renal de los animales diabéticos y de los animales diabéticos 
alimentados con el cacao resulta interesante para evaluar el impacto de la dieta 
rica en cacao sobre el estado inflamatorio renal de las ratas. 
La Figura 5A muestra que la ingesta de cacao protegió parcialmente 
del aumento de los niveles del TNF-α en las ratas diabéticas, al igual que 
sucedió con las concentraciones de la IL-6 (Figura 5B). Además, se observó 
que ambas proteínas aumentaban más su expresión en los túbulos que en los 
glomérulos. 
El análisis de los niveles del MCP-1, del CD68 y de las proteínas 
relacionadas con la infiltración de monocitos y macrófagos no mostró 
diferencias entre los distintos grupos de experimentación en el córtex renal de 
los animales (Figura 6). 
Todos estos resultados podrían sugerir que la ingesta de una dieta rica 
en cacao en las ratas diabéticas previene o retrasa el aumento de los niveles 
del TNF-α y de la IL-6 y, con ello, el proceso inflamatorio. 
 
 Efecto de una dieta rica en cacao sobre las moléculas de adhesión en 
la corteza renal de los animales con T2D. 
Como se ha comentado anteriormente, los receptores de membrana 
VCAM-1 e ICAM-1 son de gran importancia en el desarrollo del proceso 
inflamatorio. Como se observa en la Figura 7, los niveles de la VCAM-1 e 
ICAM-1 medidos por inmunohistoquímica se incrementaron en las ratas 
diabéticas alimentadas con la dieta estándar. Sin embargo, cuando los 
animales diabéticos recibieron la dieta rica en cacao se produjo una 
recuperación parcial de los valores de estas proteínas. Estos datos sugieren 
que uno de los mecanismos a través del cual la ingesta de cacao puede 
prevenir la respuesta inflamatoria es mediante la regulación de la expresión de 
sus proteínas de adhesión. 
 




 Efecto de una dieta rica en cacao sobre la activación del NF-κB en la 
corteza renal de los animales con T2D. 
El NF-κB es clave en la regulación del proceso inflamatorio, ya que es 
el encargado de modular la transcripción de proteínas ligadas a la inflamación; 
además este factor de transcripción se modula por el estrés oxidativo. 
En las ratas ZDF, se observó que la ingesta de cacao previno 
parcialmente el aumento de los niveles fosforilados de la p-p65-NF-κB que 
aparecían incrementados en las ratas diabéticas (Figura 8). Los niveles de 
este factor de transcripción aumentaron principalmente en los túbulos, y 
también, aunque en menor medida, en los glomérulos. Estos ensayos 
inmunohistoquímicos parecen sugerir que uno de los mecanismos de 
protección del cacao frente a la inflamación renal de los animales diabéticos 
podría ser la inhibición de la vía del NF-κB, lo que se relaciona con el descenso 
del estrés oxidativo y la inflamación en la corteza renal de los animales 
diabéticos. 





Figura 1. Efecto dosis dependiente del LPS en presencia de una 
concentración de alta glucosa sobre la viabilidad celular y la generación 
de los ROS en las células del túbulo proximal renal. Las células NRK-52E 
se trataron con una concentración fija de glucosa (30 mM) y diferentes dosis de 
LPS (0,25-5 µg/mL) durante 24 horas.  (A) Viabilidad celular medida como el 
porcentaje de células teñidas con el cristal violeta. (B) Niveles de los ROS. Los 
datos representados corresponden a las medias ± la desviación estándar de los 
porcentajes respecto al control de 6-10 muestras por cada condición. Las 
distintas letras colocadas sobre las barras indican diferencias significativas 
entre ellas con un valor de p < 0,05. 





Figura 2. Efecto dosis dependiente del LPS en presencia de una 
concentración de alta glucosa sobre la secreción del TNF-α y de la IL-6 en 
las células del túbulo proximal renal. Las células NRK-52E se trataron con la 
glucosa (30 mM) y las diferentes concentraciones de LPS (0,25-5 µg/mL) 
durante 24 horas. (A) Niveles del TNF-α. (B) Niveles de la IL-6. Los datos 
representados corresponden a las medias ± la desviación estándar de los 
porcentajes respecto al control de 6-10 muestras por cada condición. Las 
distintas letras colocadas sobre las barras indican diferencias significativas 
entre ellas con un valor de p < 0,05. 





Figura 3. Efecto protector del pretratamiento con la EC y los metabolitos 
colónicos sobre la generación de los ROS, la secreción del TNF-α y de la 
IL-6 en las células del túbulo proximal renal incubadas con glucosa y LPS. 
Las células NRK-52E se pretrataron durante 2 horas con las distintas 
concentraciones de la EC, del DHBA, del DHPAA y del HPPA (1-10 μM) antes 
de la estimulación con la glucosa (30 mM) y el LPS (1 µg/mL) durante 22 horas. 
(A) Niveles de los ROS, (B) del TNF-α y (C) de la IL-6. Los datos representados 
corresponden a las medias ± la desviación estándar de los porcentajes 
respecto al control de 8-10 muestras por cada condición. Las distintas letras 
colocadas sobre las barras indican diferencias significativas entre ellas con un 
valor de p < 0,05. 





Figura 4. Efecto protector del pretratamiento con la EC y el DHBA sobre 
las moléculas de adhesión en las células del túbulo proximal renal. Las 
células NRK-52E se pretrataron durante 2 horas con la EC y el DHBA (5 μM) 
antes de la estimulación con la glucosa (30 mM) y el LPS (1 µg/mL) durante 22 
horas, y se midieron los niveles totales de la VCAM-1 y de la ICAM-1 por WB. 
(A) Bandas representativas de 6-8 experimentos. (B) Porcentaje de niveles de 
expresión respecto a la condición control de la VCAM-1. (C) Porcentaje de 
valores de expresión respecto a la condición control de la ICAM-1. Los datos 
representados corresponden a las medias ± la desviación estándar 
normalizados por la β-actina. Las distintas letras colocadas sobre las barras 
indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. 
 





Figura 5. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre los niveles de 
citoquinas proinflamatorias en la corteza renal de los animales con T2D. 
Las ratas ZL y las ratas ZDF-C se alimentaron con una dieta estándar, mientras 
que las ratas ZDF-Co recibieron una dieta rica en cacao durante 10 semanas 
(10-20 semanas de vida). Imágenes representativas de los cortes histológicos y 
puntuaciones de inmunorreactividad de las tinciones inmunohistoquímicas. (A) 
TNF-α y (B) IL-6. Los datos representados corresponden a las medias ± la 
desviación estándar de 6-8 animales por cada condición. Las distintas letras 
colocadas sobre las barras indican diferencias significativas entre ellas con un 
valor de p < 0,05. Barra de escala: 10 µm. 





Figura 6. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre proteínas 
clave relacionadas con la infiltración de monocitos y macrófagos en la 
corteza renal de los animales con T2D. Las ratas ZL y las ratas ZDF-C se 
alimentaron con una dieta estándar, mientras que las ratas ZDF-Co recibieron 
una dieta rica en cacao durante 10 semanas (semanas 10 a 20 de vida). 
Imágenes representativas y puntuaciones de inmunorreactividad de las 
tinciones inmunohistoquímicas. (A) MCP-1 y (B) CD68 (las flechas amarillas 
señalan los macrófagos infiltrados identificados para cada condición). Los datos 
representados corresponden a las medias ± la desviación estándar de 6-8 
animales por cada condición. Las distintas letras colocadas sobre las barras 
indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. Barra de 
escala: 10 µm. 





Figura 7. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre las moléculas 
de adhesión en la corteza renal de los animales con T2D. Las ratas ZL y las 
ratas ZDF-C se alimentaron con una dieta estándar, mientras que las ratas 
ZDF-Co recibieron una dieta rica en cacao durante 10 semanas (10-20 
semanas de vida). Imágenes representativas y puntuaciones de 
inmunorreactividad de las tinciones inmunohistoquímicas. (A) VCAM-1 e (B) 
ICAM-1. Los datos representados corresponden a las medias ± la desviación 
estándar de 6-8 animales por cada condición. Las distintas letras colocadas 
sobre las barras indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 
0,05. Barra de escala: 10 µm. 




Figura 8. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre los niveles del 
NF-κB en la corteza renal de los animales con T2D. Las ratas ZL y las ratas 
ZDF-C se alimentaron con una dieta estándar, mientras que las ratas ZDF-Co 
recibieron una dieta rica en cacao durante 10 semanas (semanas 10 a 20 de 
vida). Imágenes representativas y número de células positivas por campo de 
las tinciones inmunohistoquímicas del p-p65-NF-κB. Los datos representados 
corresponden a las medias ± la desviación estándar de 6-8 animales por cada 
condición. Las distintas letras colocadas sobre las barras indican diferencias 
significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. Barra de escala: 10 µm. 
 




4.2. Resultados inéditos investigación endotelial. 
4.2.1. Estudios en células endoteliales en cultivo. 
 Los metabolitos colónicos de los flavanoles del cacao protegen a las 
células endoteliales de la inflamación inducida por el TNF-α. 
En primer lugar, con el fin de poner a punto el modelo de inflamación 
inducido por el TNF-α en las células EA.hy926, estas fueron tratadas durante 
18 horas con dosis fisiológicas del TNF-α (50–500 ng), evaluándose por la 
técnica del ELISA los niveles de la IL-6 generados en el medio de cultivo tras la 
estimulación celular. Como se muestra en la Figura 9A, la dosis más baja de 
TNF-α (50 ng) incrementó los niveles de la IL-6 en el medio, lo que confirma su 
efecto inflamatorio en las células endoteliales. A continuación, se analizó la 
toxicidad celular producida por esas dosis. Como se observa en la Figura 9B, 
el tratamiento de las células con las distintas dosis del TNF-α no disminuía los 
valores de cristal violeta respecto al control, lo que mostraba la ausencia de 
muerte celular en respuesta a esas dosis. Ambos resultados permitieron 
seleccionar la dosis más baja del TNF-α (50 ng) para los estudios posteriores. 
La selección de los metabolitos colónicos con los que se evaluaría el 
efecto protector sobre la situación inflamatoria, se realizó tratando las células 
EA.hy926 durante 6 horas con el DHBA, el HPPA o el DHPAA (10 μM) y con la 
MIX (12 μM) antes de la estimulación con el TNF-α (18 horas). En la Figura 9C 
se puede observar que el pretratamiento con los metabolitos de manera 
individual protegía parcialmente del aumento de la IL-6 en las células 
endoteliales tratadas con TNF-α. Sin embargo, cuando las células fueron 
pretratadas con la MIX, los valores de la IL-6 alcanzaron los niveles control, lo 
que indicaba una protección total utilizando una mezcla de los metabolitos a 
dosis más bajas (4 μM). Estos resultados sugerían un efecto sinérgico de los 
mismos, similar a los que podría ocurrir de manera fisiológica. 
Todos estos resultados permitieron concluir que el pre-tratamiento con 
una mezcla de metabolitos colónicos (MIX 12 μM) era capaz de proteger frente 










 Los metabolitos colónicos de los flavanoles del cacao inhiben la 
activación de NF-κB inducido por el TNF-α en las células endoteliales. 
El NF-κB es una de las proteínas claves en el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria, como se ha mencionado, y favorece la síntesis de 
enzimas como la iNOS y la COX-2. Por ello, para estudiar los mecanismos 
moleculares a través de los cuales la mezcla de metabolitos producía ese 
efecto protector del proceso inflamatorio, se analizaron mediante el WB los 
niveles de expresión de las proteínas comentadas anteriormente (Figura 10A). 
En primer lugar, como se muestra en la Figura 10B, se analizaron los 
niveles fosforilados y totales del factor de transcripción NF-κB (más 
concretamente de la subunidad p65), y se puede observar que el 
pretratamiento con la MIX protegió del aumento de los niveles fosforilados de la 
p65 en las células estimuladas con el TNF-α. Un efecto similar se pudo 
observar cuando se analizan los niveles de la iNOS (Figura 10C) y de la COX-
2 (Figura 10D): el tratamiento de las células endoteliales con el TNF-α 
aumentó los valores de ambas, sin embargo, este efecto no se producía 
cuando las células eran pretratadas con la mezcla. Todos estos resultados 
parecen sugerir que uno de los mecanismos de protección de los metabolitos 
colónicos frente a la inflamación podría ser la inhibición del NF-κB. 
 
 Los metabolitos colónicos de los flavanoles del cacao inhiben la 
adhesión de monocitos inducida por el TNF-α en las células 
endoteliales. 
La IL-6 es una de las primeras citoquinas proinflamatorias en 
secretarse, por lo que la presencia de esta es indicadora del desarrollo del 
proceso inflamatorio. Mediante la técnica del ELISA, se puede observar que el 
pretratamiento con la MIX protege del aumento de los niveles de la IL-6 en las 
células estimuladas con el TNF-α (Figura 11A). Las células endoteliales 
participan de manera activa en la extravasación de los monocitos del torrente 
circulatorio durante el proceso inflamatorio; para ello, deben aumentar la 
expresión de sus receptores de membrana, entre los que se encuentran la 
ICAM-1 y la VCAM-1, con el fin de que se pueda llevar a cabo la adhesión del 
monocito a la célula endotelial. Como se muestra en la Figura 11B, los niveles 
de la IL-6, de la ICAM-1 y de la VCAM-1 medidos por WB se incrementaron 
cuando las células EA.hy926 fueron tratadas con el TNF-α. Sin embargo, este 
efecto no se produjo cuando las células fueron pretratadas con la mezcla de 
metabolitos. 
 




Con el fin de evaluar de manera más precisa este proceso se llevaron 
a cabo ensayos de adhesión celular mediante el marcaje fluorescente de los 
monocitos THP-1 y su incubación simultánea con las células EA.hy926. En la 
Figura 11C se puede observar la fluorescencia generada por los monocitos 
THP-1 unidos a las células EA.hy926, encontrándose aumentado el número de 
monocitos adheridos a las células endoteliales tratadas con el TNF-α, lo que no 
se producía en aquellas que recibieron el pretratamiento con la MIX. 
La cuantificación de esta fluorescencia se muestra en la Figura 11D, 
donde también se puede observar que el tratamiento con la mezcla de los 
metabolitos previno del aumento de la adhesión monocitaria en las células 
endoteliales tratadas con el TNF-α. Estos datos parecen sugerir que uno de los 
mecanismos a través del cual los metabolitos colónicos previenen de la 
respuesta inflamatoria es modulando la adhesión de los monocitos a las células 
endoteliales. 
 
4.2.2. Estudios en aorta de animales de experimentación. 
 Efecto de una dieta rica en cacao sobre la inflamación arterial en las 
aortas de los animales con T2D. 
Para comprobar si este efecto antiinflamatorio de los flavanoles del 
cacao se produce también in vivo, realizamos el estudio de estos parámetros 
en las ratas Zucker, afectadas de obesidad y de T2D (ZDF). Ambas patologías 
se caracterizan por el desarrollo del proceso inflamatorio, por lo que se 
analizaron los marcadores proinflamatorios (como el TNF-α, la IL-6 y el MCP-1) 
en las arterias de los animales diabéticos y de los animales diabéticos 
alimentados con el cacao. Como se observa en la Figura 12A, el análisis 
inmunohistoquímico de los niveles del TNF-α en las aortas de los animales no 
mostró diferencias entre los distintos grupos de experimentación, similar a lo 
que ocurría con los niveles del MCP-1 (Figura 12C). Sin embargo, cuando se 
analizaron los niveles de la IL-6 (Figura 12B), se pudo observar un aumento de 
ellos en las ratas diabéticas, el cual no se producía en las ratas diabéticas que 
fueron alimentadas con una dieta rica en cacao. Estos resultados parecen 
sugerir que la ingesta de una dieta rica en cacao podría prevenir del aumento 
de los niveles de la IL-6 en las arterias de las ratas diabéticas, y con ello del 








 Efecto de una dieta rica en cacao sobre la activación del NF-κB en las 
aortas de los animales con T2D. 
El NF-κB es un factor de transcripción que regula la síntesis de 
numerosas proteínas inflamatorias. Un ejemplo de ello es la regulación que 
ejerce sobre la síntesis de la COX-2 y de la iNOS, siendo esta última de gran 
importancia en el tejido vascular por su capacidad para producir el NO. Como 
se observa en la Figura 13A, la ingesta de cacao protegió del aumento de los 
niveles fosforilados de la p65-NF-κB en las ratas diabéticas. Un efecto similar 
se puede observar cuando se analizan los niveles de la iNOS (Figura 13B), 
donde la protección del aumento de los niveles de esta enzima fue parcial 
cuando las ratas diabéticas fueron alimentadas con una dieta rica en cacao. 
Por otro lado, los niveles de expresión de la enzima COX-2 no se vieron 
alterados entre las distintas poblaciones de ratas, como se muestra en la 
Figura 13C. Estos ensayos inmunohistoquímicos parecen sugerir que uno de 
los mecanismos de protección del cacao frente a la inflamación de los animales 
diabéticos podría ser la inhibición de la vía del NF-κB. 
 
 Efecto de una dieta rica en cacao sobre las moléculas de adhesión en 
las aortas de los animales con T2D. 
Las células endoteliales de las arterias, por encontrase tapizando el 
lumen vascular, presentan una gran cantidad de moléculas de superficie con 
capacidad de interaccionar con otras células, como es el caso de la ICAM-1 y 
la VCAM-1. Como se muestra en la Figura 14A, los niveles de la ICAM-1 
medidos por inmunohistoquímica se incrementaron en las ratas diabéticas; sin 
embargo, se produjo una recuperación parcial de los valores de esta proteína 
cuando los animales diabéticos fueron alimentados con una dieta rica en 
cacao. De manera similar, en la Figura 14B se pueden observar los niveles de 
expresión de la VCAM-1, encontrándose aumentados en los animales 
diabéticos, lo que se revertía de manera parcial en aquellas que estuvieron 
bajo los efectos del cacao. Estos datos podrían sugerir que uno de los 
mecanismos a través del cual la ingesta de cacao previene de la respuesta 
inflamatoria es regulando la expresión de sus proteínas de adhesión. 





Figura 9. Efecto directo del TNF-α y efecto protector de los metabolitos 
colónicos sobre la secreción de la IL-6 y sobre la viabilidad celular en las 
células endoteliales. Las células EA.hy926 fueron tratadas con el TNF-α (50-
500 ng) durante 18 horas y se midieron: (A) los niveles de IL-6 y (B) la 
viabilidad celular.  (C) Las células EA.hy926 fueron pretratadas con el DHBA, el 
HPPA o el DHPAA (10 μM) y con la MIX (12 μM) durante 6 horas antes de la 
estimulación con el TNF-α (50 ng) durante 18 y se midieron los niveles de IL-6. 
Los datos representados corresponden a las medias ± la desviación estándar 
de 10-12 muestras por cada condición. Las distintas letras colocadas sobre las 
barras indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. 





Figura 10. Efecto protector de la mezcla de metabolitos colónicos sobre la 
señalización del NF-κB en las células endoteliales. Las células EA.hy926 
fueron pretratadas con la MIX (12 μM) durante 6 horas antes de la estimulación 
con el TNF-α (50 ng) durante 18 y se midieron los niveles fosforilados del p65-
NF-κB y los niveles totales de la iNOS y de la COX-2 por WB. (A) Bandas 
representativas de 6-8 experimentos. (B) Porcentaje de expresión respecto a la 
condición control del p-p65-NF-κB. (C) Porcentaje de expresión respecto a la 
condición control de la iNOS. (D) Porcentaje de expresión respecto a la 
condición control del COX-2. Los datos representados corresponden a las 
medias ± la desviación estándar normalizados por la β-actina. Las distintas 
letras colocadas sobre las barras indican diferencias significativas entre ellas 










Figura 11. Efecto protector de la mezcla de metabolitos colónicos sobre la 
adhesión de monocitos en las células endoteliales. Las células EA.hy926 
fueron pretratadas con la MIX (12 μM) durante 6 horas antes de la estimulación 
con el TNF-α (50 ng) durante 18 y se midieron los niveles de la IL-6 por ELISA; 
los niveles totales de la IL-6, de la ICAM-1 y de la VCAM-1 por WB; y la 
adhesión de los monocitos por fluorescencia. (A) Niveles de la IL-6. (B) Bandas 
representativas de 6-8 experimentos y porcentaje de expresión respecto a la 
condición control de la IL-6, de la ICAM-1 y de la VCAM-1. (C) Imágenes de 
microscopia de fluorescencia con emisión en verde para los THP-1 adheridos 
donde las imágenes inferiores representan las imágenes superiores con 
contraste de fase. (D) Porcentaje de fluorescencia de la calceína AM respecto a 
la condición control. Para los ensayos de ELISA Los datos representados 
corresponden a las medias ± la desviación estándar de 10-12 muestras por 
cada condición. Para los ensayos de WB los datos representados 
corresponden a las medias ± la desviación estándar normalizados por la β-
actina. Las distintas letras colocadas sobre las barras indican diferencias 









Figura 12. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre la inflamación 
en la aorta de los animales con T2D. Las ratas ZL y las ratas ZDF-C fueron 
alimentadas con una dieta estándar, mientras que las ratas ZDF-Co fueron 
alimentadas con una dieta rica en cacao durante 10 semanas hasta la semana 
20 de vida. Imágenes representativas y puntuaciones de inmunorreactividad 
(basadas en la intensidad de color marrón) de las tinciones 
inmunohistoquímicas. (A) TNF-α, (B) IL-6 y (C) MCP-1. Los datos 
representados corresponden a las medias ± la desviación estándar de 6-8 
animales por cada condición. Las distintas letras colocadas sobre las barras 
indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. Barra de 
escala: 10 µm. 





Figura 13. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre la vía del NF-
κB en la aorta de los animales con T2D. Las ratas ZL y las ratas ZDF-C 
fueron alimentadas con una dieta estándar, mientras que las ratas ZDF-Co 
fueron alimentadas con una dieta rica en cacao durante 10 semanas hasta la 
semana 20 de vida. Imágenes representativas y puntuaciones de 
inmunorreactividad (basadas en la intensidad de color marrón) de las tinciones 
inmunohistoquímicas. (A) p-p65-NF-κB, (B) iNOS y (C) COX-2. Los datos 
representados corresponden a las medias ± la desviación estándar de 6-8 
animales por cada condición. Las distintas letras colocadas sobre las barras 
indican diferencias significativas entre ellas con un valor de p < 0,05. Barra de 
escala: 10 µm. 





Figura 14. Efecto protector de una dieta rica en cacao sobre las moléculas 
de adhesión en la aorta de los animales con T2D. Las ratas ZL y las ratas 
ZDF-C fueron alimentadas con una dieta estándar, mientras que las ratas ZDF-
Co fueron alimentadas con una dieta rica en cacao durante 10 semanas hasta 
la semana 20 de vida. Imágenes representativas y puntuaciones de 
inmunorreactividad (basadas en la intensidad de color marrón) de las tinciones 
inmunohistoquímicas. (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1. Los datos representados 
corresponden a las medias ± la desviación estándar de 6-8 animales por cada 
condición. Las distintas letras colocadas sobre las barras indican diferencias 















1. Capítulo primero - Efecto de los flavanoles del cacao y sus 
metabolitos colónicos sobre las alteraciones de la funcionalidad y el 
daño oxidativo renal en modelos de experimentación. 
1.1. Efecto de los flavanoles del cacao y sus metabolitos colónicos 
sobre la homeostasis glucídica de las células tubulares 
proximales NRK-52E. 
La DN es una complicación diabética y constituye una de las principales 
causas que conduce a la enfermedad renal crónica170. De hecho, la alteración 
de la homeostasis glucídica es crucial en el inicio y desarrollo de la DN; así, la 
hiperglucemia crónica se relaciona con los cambios túbulo-intersticiales que 
acompañan a la progresiva disfunción renal, y la reabsorción renal de la 
glucosa tiene un papel fisiopatológico en la diabetes170. Por tanto, el control a 
largo plazo de la glucemia es muy importante para la prevención de la DN. En 
este sentido, distintos estudios en animales y humanos han puesto de 
manifiesto que los flavonoides podrían poseer efectos antidiabéticos; además, 
estos compuestos naturales parecen ser seguros por su escasa o nula 
toxicidad171. No obstante, se ha de considerar que el impacto de los 
compuestos fenólicos en la salud no solo depende de los propios polifenoles, 
sino también de los metabolitos derivados de su ingesta, que incluyen a los 
ácidos fenólicos172,173.  
La EC es el flavanol más abundante en el cacao, aunque también está 
presente en cantidades menores en bebidas y frutas, como el té y las 
uvas171,174. Después de la ingesta de cacao, una pequeña cantidad de 
flavonoides se absorbe en el intestino delgado; sin embargo, la mayoría de 
estos compuestos naturales continúan intactos hasta el colon donde se 
transforman en ácidos fenólicos para, a continuación, ser absorbidos172. En 
este sentido, distintos estudios en humanos han demostrado que los 
principales ácidos fenólicos derivados de la ingesta de alimentos ricos en 
flavanoles, y que aparecen de manera significativa en la orina, son el DHBA, el 
DHPAA y el HPPA172. Además, se debe tener en cuenta que los compuestos 
puros se pueden acumular en los tejidos porque pueden sufrir ciclos de 
conjugación-deconjugación175. Así pues, para llevar a cabo estos estudios se 
han seleccionado la EC como compuesto puro, y los ácidos DHBA, DHPAA y 
HPPA como principales metabolitos colónicos derivados la ingesta de 
alimentos ricos en flavanoles. 
En estas investigaciones, los compuestos fenólicos mencionados se han 
empleado en concentraciones de entre 1–20 μM, valores que se encuentran 
dentro del rango recomendado para realizar estudios in vitro, ya que son 
concentraciones que pueden estar presentes en fluidos biológicos después de 
la ingesta de flavanoles172. También, en este modelo celular y con objeto de 
simular una situación diabética, las células del túbulo proximal renal se 




incubaron con altas dosis de glucosa176–178, ya que se ha observado que estas 
condiciones experimentales conducen a una respuesta inflamatoria , y 
alteraciones en el equilibrio redox y en la vía de la PI3K/AKT de manera similar 
a lo que ocurre en una situación de diabetes177–179. 
En condiciones fisiológicas, los riñones tienen un papel importante en el 
mantenimiento de la homeostasis glucídica, ya que son capaces de realizar la 
gluconeogénesis, captar la glucosa desde la circulación sanguínea, reabsorber 
la glucosa desde la orina y, recientemente, se ha visto que la señalización de la 
insulina también podría tener un papel relevante sobre las células renales180,181. 
Sin embargo, en la DN, una de las primeras alteraciones fisiopatológicas que 
se produce es la disminución de la función renal debido a la disfunción tubular 
que se ha asociado con la glucotoxicidad generada por la hiperglucemia170,182. 
En cuanto a la reabsorción y transporte de la glucosa, en una situación no 
patológica, en las células del túbulo proximal renal el transportador SGLT-2 
reabsorbe un 90% de la glucosa filtrada por los riñones, y el transporte 
transcelular de la hexosa es facilitado por el GLUT-2180,183; por tanto, parece 
claro que la modulación de estos transportadores contribuye a mantener la 
homeostasis glucídica. En relación con la regulación de los transportadores de 
glucosa, el tratamiento con los compuestos fenólicos (la EC, el DHBA y el 
DHPAA) y la alta concentración de glucosa no modificaron los niveles de estas 
proteínas, pero la EC y el DHBA disminuyeron la captación de glucosa. De 
acuerdo con nuestros resultados distintas investigaciones han mostrado que 
durante la diabetes o tras la ingesta de compuestos fenólicos la expresión de 
ambos transportadores no se alteró184,185. Se ha sugerido que la modificación 
en los niveles del GLUT-2 y del SGLT-2 podría estar relacionada con los 
valores de glucemia y con la duración de la diabetes184,185, lo que podría 
explicar la ausencia de modulación de los transportadores de glucosa en 
nuestros modelos experimentales. Además, se ha demostrado que diferentes 
productos naturales, como la florizina y los extractos de plantas enriquecidos 
con flavonoides son capaces de inhibir la actividad del SGLT-2 y reducir la 
glucemia186. Estas observaciones se relacionan con los resultados obtenidos, 
ya que la disminución de la captación de glucosa observada en las células 
tratadas con la EC y con el DHBA podría venir dada por una inhibición de la 
actividad del SGLT-2 sin que se afecten los niveles de expresión de dicha 
proteína; de hecho, este constituye el mecanismo de acción de algunos 
medicamentos inhibidores del SGLT-2 como la dapagliflozina, la 
empagliflozina, y también de la florizina u otros productos naturales186–189. 
En relación con la homeostasis glucídica, las células del túbulo proximal 
renal también contribuyen a su mantenimiento porque son capaces de llevar a 
cabo la gluconeogénesis; de hecho, estas células son sensibles a la 
hiperglucemia porque captan la glucosa de manera insulino-independiente. Por 
el contrario, en las células, la insulina tiene un papel antigluconeogénico, ya 




que inhibe la síntesis de glucosa mediante la disminución de la expresión de 
los genes relacionados con dicho proceso, como la enzima PEPCK, proteína 
clave para la modulación de la gluconeogénesis180,190. En nuestro modelo 
experimental, en las células NRK-52E, el tratamiento con la EC, con el DHBA y 
con el DHPAA, así como el pretratamiento con la EC y con el DHPAA 
protegieron del aumento de los niveles de la PEPCK observado en las células 
tratadas con altas dosis de glucosa, y disminuyeron los valores de la PEPCK 
por debajo de los valores control. De manera similar, la administración de 
compuestos naturales como el cinamaldehído y la apocinina redujeron los 
niveles de esta enzima en el hígado de animales diabéticos191–193. Además, se 
ha descrito que la EC y otros flavonoides, como la naringenina o el resveratrol, 
son capaces de modular la gluconeogénesis en modelos in vitro e in vivo de 
diabetes y obesidad194–198. 
Durante la DN se produce la inhibición de la señalización de la insulina, lo 
que puede conducir a un aumento de la gluconeogénesis, y contribuir a la 
hiperglucemia190. Por tanto, la activación de la cascada de señalización iniciada 
por el IR-IRS-1, que estimula la vía de la PI3K/AKT necesaria para que se 
lleven a cabo los efectos del metabolismo de la insulina, es responsable de la 
inhibición de la GSK3 y la activación de la GS, y puede constituir una estrategia 
para mejorar la homeostasis glucídica. En este sentido, los compuestos 
fenólicos (la EC, el DHBA y el DHPAA) aumentaron la fosforilación de los 
residuos de tirosina y los niveles totales del IR y del IRS-1, así como los valores 
fosforilados de la AKT y de la GSK3. También, estos compuestos naturales 
fueron capaces de disminuir los niveles de la p-GS en las células NRK-52E. 
Por su parte, la alta concentración de glucosa inhibió la señalización de la 
insulina, lo que condujo a una disminución de los niveles fosforilados de los 
residuos de tirosina y totales del IR, de la p-GSK3 y a un aumento de la p-AKT 
en células NRK-52E; por el contrario, el pretratamiento de las células con la EC 
y el DHPAA previno este efecto inhibitorio observado sobre la señalización de 
la insulina en presencia de altas concentraciones de glucosa. De manera 
análoga, los polifenoles procedentes de Hibiscus sabdariffa fueron capaces de 
reactivar la vía de la insulina, ya que disminuyeron los niveles de la fosforilación 
inhibitoria de los residuos de serina del IRS-1 sin modificar los niveles totales 
de esta proteína, y también aumentaron los valores de la p-PI3K en células 
tubulares proximales renales resistentes a la insulina199. Además, la 
alimentación de ratas resistentes a la insulina con la quercetina y con la rutina 
restauró los niveles fosforilados en los residuos de tirosina del IR, del IRS-1 y 
de la AKT, y redujo los niveles fosforilados en residuos de serina del IRS-1 en 
el riñón sin modificar los valores totales de dichas proteínas200. También, el 
tratamiento de preadipocitos con un extracto de semillas de uva rico en 
procianidinas activó al IR mediante el incremento de los niveles fosforilados en 
los residuos de tirosina de la proteína201. 




En relación con la AKT, se ha de considerar que, debido a su función en la 
célula, la activación de esta proteína por los altos niveles de glucosa se 
acompañó de la disminución de los niveles fosforilados de la GSK3 y, por tanto, 
del incremento de los niveles fosforilados de la GS, apuntando al bloqueo de la 
vía de la insulina. Sin embargo, un aumento de los niveles fosforilados de la 
AKT también se ha asociado con alteraciones en el metabolismo lipídico y con 
el estrés oxidativo202,203. Por el contrario, un incremento de los niveles 
fosforilados de la GSK3 se ha relacionado con un papel protector en las células 
del túbulo proximal renal204. Además, se ha observado que una hiperglucemia 
de larga duración podría dar lugar a la acumulación de glucógeno en los 
túbulos proximales renales de las ratas diabéticas, aunque este efecto se 
revirtió administrando un extracto de té verde en dichos animales205. Así, de 
acuerdo con estos estudios, el pretratamiento con la EC o con el DHPAA de las 
células NRK-52E incubadas con altas dosis de glucosa aumentó los niveles 
fosforilados de la AKT y de la GSK3, y disminuyó los de la GS; estas 
regulaciones podrían indicar que el mecanismo de actuación de los 
compuestos fenólicos en las células NRK-52E podría venir dado por una 
mejora de la funcionalidad celular que se traduciría, entre otros efectos, en un 
refuerzo de la vía de señalización de la insulina. 
Durante la DN se produce la inhibición de la AMPK, que es una proteína 
implicada en la regulación del metabolismo celular. De hecho, se ha sugerido 
que dicha inhibición podría ser la responsable del inicio de la enfermedad 
renal206; así pues, la participación de la AMPK en el mantenimiento de la 
homeostasis glucídica parece crucial. En este sentido, la EC y el DHPAA 
fueron capaces de aumentar los niveles fosforilados de la AMPK, evitando así 
la disminución provocada por el tratamiento de las células tubulares con una 
alta dosis de glucosa. De manera similar, el tratamiento de las ratas diabéticas 
y de las células tubulares con el resveratrol y la zerumbona contribuyó a 
proteger frente a la disminución de los niveles fosforilados de la AMPK causada 
por altas concentraciones de glucosa y, por consiguiente, mejoró el 
metabolismo celular207,208. Del mismo modo, la administración de oligonol o de 
té verde a ratones diabéticos logró reducir la glucemia y aumentar los niveles 
fosforilados de la AMPK209. Por lo tanto, la reactivación de la AMPK en 
situaciones de altas concentraciones de glucosa podría estar asociada a una 
mejora de la homeostasis en el riñón207–209. 
Es de destacar que la AKT y la AMPK, que se encuentran desreguladas 
durante la DN206,210, son proteínas claves en la modulación de las vías de 
señalización relacionadas con la energía. Ambas proteínas podrían estar 
involucradas en la modulación de la homeostasis glucídica en el riñón. Así, la 
inhibición de la AKT anuló los efectos beneficiosos observados por el pre- y el 
tratamiento con los compuestos fenólicos (la EC, el DHBA y el DHPAA) en las 
células del túbulo proximal renal en condiciones fisiológicas y en las células 




expuestas a altas concentraciones de glucosa; se produjo un ascenso en los 
niveles de la PEPCK, así como en la producción de glucosa y un descenso en 
la captación de dicha hexosa. De manera similar, se ha visto que en las células 
hepáticas la AKT participa en la inhibición de la PEPCK y la producción de 
glucosa cuando estas son tratadas con la EC y con el extracto de clavo211,212. 
También los compuestos fenólicos han demostrado prevenir o mejorar la 
transición epitelio-mesénquima en las células del túbulo proximal de los riñones 
de las ratas diabeticas199, así como contribuir a preservar la función renal 
(incluida la ruta de señalización insulina) en ratas alimentadas con fructosa que 
presentan daño renal200. Por último, se ha de mencionar también que la AKT 
parece tener un papel importante en la restauración de las funciones alteradas 
del SGLT en las células tubulares proximales renales tratadas con altas 
concentraciones de glucosa203. Todas estas observaciones podrían indicar que 
la EC y el DHPAA modulan la homeostasis glucídica en las células tubulares 
mediante la regulación de la AKT. Por su parte, la AMPK también parece estar 
involucrada en la modulación de la homeostasis glucídica. Así, la inhibición de 
la AMPK anuló los efectos protectores derivados del pretratamiento con la EC y 
el DHPAA en las células NRK-52E bajo condiciones de altas concentraciones 
de glucosa; se produjo un incremento en los niveles de la PEPCK y en la 
producción de glucosa junto con un descenso en la captación de la hexosa. De 
acuerdo con nuestros resultados, se ha demostrado que las moléculas 
activadoras de la AMPK mejoran la captación de la glucosa al aumentar la 
actividad de sus transportadores210,213. Además, se ha descrito que el 
tratamiento de pollos con metformina activó a la AMPK, lo que provocó una 
reducción de los niveles de la PEPCK, indicando la existencia de una posible 
relación entre la AMPK y la PEPCK214. Por otro lado, alimentos como el cacao 
y flavonoides como la naringenina o el resveratrol fueron capaces de modular 
los niveles de la PEPCK en diferentes líneas celulares y modelos animales de 
diabetes191,194,196,197,215. Todas estas consideraciones parecen indicar que la 
AMPK regula a proteínas claves relacionadas con el mantenimiento de la 
homeostasis glucídica, y que la EC y el DHPAA contribuyen a su regulación en 
las células del túbulo proximal renal. 
En resumen, en condiciones fisiológicas, la EC y el metabolito colónico 
DHBA son capaces de disminuir la absorción de glucosa sin afectar a los 
niveles de los principales transportadores de glucosa en las células del túbulo 
proximal renal. También ambos compuestos aumentan los niveles fosforilados 
en los residuos de tirosina y en los totales del IR y del IRS-1, lo que se 
acompaña de una activación de la vía PI3K/AKT. Además, la EC y el DHBA 
regulan negativamente los niveles de la enzima gluconeogénica PEPCK, y 
modulan la producción de glucosa renal a través de la AKT. Por otro lado, en 
una situación patológica, la EC y el DHPAA atenúan el bloqueo de la 
señalización de insulina inducido por una alta dosis de glucosa protegiendo de 
la disminución de los niveles fosforilados en residuos de tirosina y los totales 




del IR, así como de la inhibición de las vías de la PI3K/AKT y de la AMPK. 
Además, la EC y el DHPAA previenen o retrasan la disfunción en las células 
renales causada por las altas dosis de glucosa al impedir el bloqueo de la ruta 
de señalización de insulina, y mediante la modulación de la homeostasis 
glucídica a través de la AKT y de la AMPK. 
 
1.2. Efecto de los flavanoles del cacao y sus metabolitos colónicos 
sobre el estrés oxidativo en las células NRK-52E. 
El estrés oxidativo juega un papel importante en la etiología de la DN216, y 
también en la disfunción tubular; esta última alteración se relaciona con la 
disminución de la función renal en estadios iniciales de esta patología170,216 . 
Por tanto, la protección de las células del túbulo proximal renal mediante la 
prevención de la activación de vías de señalización relacionadas con el estrés 
oxidativo es una estrategia interesante para retrasar el desarrollo y el progreso 
de la DN. Así pues, los flavonoides por su conocida actividad antioxidante y, 
por su menos caracterizada acción antidiabética, pueden ser buenos 
candidatos para la prevención del daño oxidativo en la DN. 
Como se ha mencionado anteriormente, los efectos de los flavanoles, entre 
los que se encuentra la EC, dependen de su biodisponibilidad171–173,217. Así, 
para evaluar el impacto de los compuestos fenólicos sobre la salud, se deben 
tener en cuenta también los ácidos fenólicos derivados del metabolismo de los 
polifenoles171,172,217,218. En este sentido se ha de mencionar que los principales 
ácidos fenólicos derivados de la ingesta de flavanoles que se encuentran en 
orina son el HPPA, el DHPA y l DHBA172. Por tanto, en este estudio, se ha 
evaluado el efecto protector de estos compuestos sobre el estado redox de las 
células del túbulo proximal renal tratadas con una concentración alta de 
glucosa. Como en la sección anteriores, se han seleccionado las mismas 
concentraciones de EC y de los tres ácidos fenólicos más abundantes 
derivados de la ingesta de alimentos ricos en flavanoles por ser similares a las 
que se encuentran en los fluidos biológicos después de la ingesta de 
flavanoles172. 
El estrés oxidativo en la diabetes es una consecuencia de los altos niveles 
de glucosa y parece contribuir a la aparición de las complicaciones 
diabéticas216. Así, las altas concentraciones de glucosa provocaron un aumento 
en la generación de los ROS, así como una disminución de los niveles del GSH 
y de las actividades de la GPx, la GR, la SOD y la CAT en las células NRK-
52E, de manera análoga a lo que se ha descrito en otros modelos de DN in 
vitro e in vivo179,219,220. Sin embargo, el pretratamiento de las células con la EC 
y con el DHPAA previno el desequilibrio del estado redox causado por una alta 
concentración de glucosa, ya que protegió del aumento de los niveles de los 




ROS, así como de la disminución del contenido del GSH y de las actividades 
enzimáticas de la GPx, la GR, la SOD y la CAT. De acuerdo con nuestros 
resultados, otros compuestos naturales como las infusiones de menta, el ácido 
glicirrícico y la β-casomorfina-7 atenuaron la alteración del estado redox en el 
riñón de animales diabéticos y en células renales en cultivo tratadas con altas 
dosis de glucosa179,220,221. Del mismo modo, la EC y la aponicina (inhibidor de 
la NOX) previnieron el desequilibrio redox en el riñón de diferentes modelos de 
animales diabéticos193,219. Además, la EC y el DHPAA evitaron la oxidación de 
las proteínas causada por la sobreproducción de los ROS en los tejidos 
sensibles a la insulina218,222, y la EC fue capaz de eliminar el O2
- y el ·OH in 
vitro223. Todos estos resultados sugieren que el efecto beneficioso de los 
flavanoles podría venir dado por su capacidad para modular la generación de 
los ROS y para reforzar la actividad de las enzimas antioxidantes en 
situaciones de estrés, lo que conduce a una minimización del daño 
oxidativo193,219,222,224. 
El estrés oxidativo generado por la hiperglucemia también activa a las 
proteínas claves de las rutas relacionadas con el estrés, como son las MAPKs, 
que juegan un papel importante en la patogénesis de la DN170. En este estudio, 
el tratamiento de las células NRK-52E con una alta concentración de glucosa 
provocó un aumento de los niveles fosforilados de las MAPKs. Sin embargo, 
este incremento de los niveles fosforilados de las MAPKs se previno cuando las 
células se pretrataron con la EC o con el DHPAA. De manera similar, el 
pretratamiento de las células del túbulo proximal renal con un dímero de la EC 
(procianidina B2) disminuyó la activación de la proteína p38 en comparación 
con las células tratadas con una concentración alta de glucosa (60 mM durante 
48 horas), mostrando un efecto antifibrótico225. Además, otros compuestos 
fenólicos como la apigenina, un derivado de la curcumina y la EGCG fueron 
capaces de ejercer efectos antidiabéticos a través de la disminución de los 
niveles fosforilados de las MAPKs en las células renales in vitro e in vivo177,226–
228. 
Recientemente se ha sugerido que la NOX-4 podría contribuir al inicio y 
desarrollo del daño renal en la DN, de tal forma que la inhibición de esta 
proteína atenúa la lesión provocada en los túbulos renales216,229,230. En este 
sentido, el pretratamiento con la EC y con el DHPAA previno el aumento de los 
niveles de expresión de la NOX-4 en las células tratadas con la alta 
concentración de glucosa, contribuyendo a mantener el equilibrio redox. 
Además, la inhibición de la NOX-4 en las células pretratadas con la EC y con el 
DHPAA impidió la sobreproducción de los ROS, así como la disminución de la 
actividad de la SOD y los niveles de la SIRT-1. De la misma manera, 
investigaciones previas realizadas con un cacao enriquecido en flavanoles, asi 
como con naringenina y antioxidantes o con inhibidores de la NOX-4 (el DPI y 
la plumbagina) han mostrado un efecto renoprotector, que se tradujo en una 




mejora de la funcionalidad de las células tubulares renales in vitro e in 
vivo229,231–234. También otros estudios han demostrado que en la DN las células 
del túbulo proximal presentan niveles elevados de la NOX-4 y un descenso de 
la actividad de la SOD; sin embargo, cuando se inhibía la NOX-4 se aumentaba 
la actividad de la SOD y se reducían los niveles de marcadores del estrés 
oxidativo233,235. Por tanto, se sugiere que la EC y el DHPAA podrían tener un 
papel clave en la prevención del daño de las células tubulares proximales 
renales tratadas con altas dosis de glucosa mediante la inhibición de la NOX-4. 
La activación de la SIRT-1 contribuye a aumentar la resistencia de las 
células tubulares a desarrollar un estrés metabólico y oxidativo236. De hecho, el 
uso terapéutico de las sirtuinas se encuentra actualmente en fase de ensayos 
clínicos, ya que es probable que mejoren la situación diabética en humanos236. 
En este sentido, se ha descrito que los niveles de la SIRT-1 se reducen en los 
pacientes diabéticos, y en las células tubulares renales tratadas con altas dosis 
de glucosa179,236. Sin embargo, la EC y el DHPAA aumentaron los niveles de la 
SIRT-1 en las células NRK-52E, como han demostrado otros investigadores 
que utilizaron flavonoides como la puerarina y el resveratrol en células renales 
cultivadas, o con el cacao y la EC en el tejido adiposo de ratas237–239. Por otro 
lado, el pretratamiento con la EC y el DHPAA impidió la disminución de los 
niveles de la SIRT-1 en las células NRK-52E tratadas con una concentración 
alta de glucosa. De acuerdo con estos resultados, la procianidina B2 de la 
semilla de uva, el ácido glicirricínico y la puerarina evitaron la disminución de 
los niveles de la SIRT-1 en células renales tratadas con altas dosis de glucosa, 
lo que se asoció con un efecto protector y una mejora del equilibrio redox en 
estas células179,238,240. Además, la inhibición de la SIRT-1 anuló los efectos 
protectores ejercidos por la EC y por el DHPAA en las células tratadas con 
altas dosis de glucosa, ya que se aumentó la generación de los ROS y los 
niveles de la NOX-4, y se disminuyó la actividad de la SOD. Todas estas 
consideraciones sugieren que la SIRT-1 regula a las proteínas moduladoras del 
estado redox179,238. También, en los podocitos, el tratamiento con puerarina 
protegió a las células del estrés oxidativo mediante la activación de la SIRT-1 y, 
por tanto, mediante la disminución de los niveles de la NOX-4238. 
A modo de resumen, en este estudio se ha demostrado por primera vez 
que la EC y el metabolito colónico DHPAA previenen del desequilibrio en el 
estado redox de las células tratadas con una alta concentración de glucosa. La 
EC y el DHPAA fueron capaces de reducir la producción excesiva de los ROS, 
restaurar los niveles de actividad de las defensas antioxidantes, y modular las 
vías de señalización relacionadas con el estrés oxidativo (las MAPKs, la SIRT-1 
y la NOX-4). 
 




1.3. Efecto de una dieta rica en cacao sobre la modulación de la 
homeostasis glucídica en ratas diabéticas ZDF. 
La prevención y el tratamiento de la DN se fundamenta en regular y 
restaurar los numerosos factores que subyacen a esta patología, siendo la 
glucotoxicidad un factor importante en este proceso170,241,242. Por ello, la 
actividad antidiabética del cacao podría hacer de este alimento una 
herramienta eficaz para controlar los niveles de glucosa170,222,237,243–246. Sin 
embargo, en la actualidad, las investigaciones moleculares son insuficientes 
para apoyar esta idea, especialmente en el riñón, que ha demostrado ser un 
órgano clave para el mantenimiento de la homeostasis glucídica180,181,247. 
En las etapas tempranas de la enfermedad diabética aparece una 
hiperglucemia crónica acompañada de hiperinsulinemia171,215,248. Sin embargo, 
en este estudio se ha demostrado que ambos parámetros se atenuaban en 
aquellas ratas diabéticas que habían sido alimentadas con una dieta rica en 
cacao respecto a las ratas diabéticas que recibieron la dieta control. De manera 
similar, se ha descrito que el cacao mejora el metabolismo glucídico en 
diferentes modelos de roedores diabéticos mediante la modulación de 
elementos relacionados con la homeostasis glucídica y la sensibilidad a la 
insulina215,245,246. El modelo animal diabético que se ha utilizado en este 
estudio, las ratas ZDF, padece obesidad, y predisposición a desarrollar T2D y 
todas sus complicaciones, como la DN. De esta manera, la ingesta de alimento 
en estos animales ZDF fue superior a la del grupo ZL, lo que resultó indicativo 
de su estado hiperfágico195,248.  
Sin embargo, la dieta rica en cacao disminuyó el peso corporal de las ratas 
diabéticas a pesar de que la ingesta total fue similar en ambos grupos (ZDF-C y 
ZDF-Co). Este efecto se ha relacionado con la fracción polifenólica del cacao y 
su capacidad para reducir la grasa del tejido adiposo195,245,246. Por otro lado, el 
peso absoluto de los riñones aumentó en los animales diabéticos, mientras que 
la relación entre el peso del riñón y el peso del cuerpo se mantuvo igual en los 
tres grupos de ratas, lo que sugiere que estos animales se encuentran en un 
estadio inicial de la DN249,250. 
La fisiopatología de la diabetes se caracteriza por la presencia de 
hiperglucemia, de hiperinsulinemia, de intolerancia a la glucosa, de resistencia 
a la insulina, así como por un aumento de los niveles de la HbA1c y una menor 
sensibilidad a la insulina195,251. Los resultados de este estudio han mostrado 
que la ingesta de una dieta rica en cacao protegió a los animales diabéticos 
frente a todas las alteraciones metabólicas antes mencionadas, lo que sugiere 
que el cacao mejoró la homeostasis glucídica. De manera similar, distintas 
investigaciones han descrito una mejoría de la fisiopatología de la DN en 
roedores diabéticos alimentados con cacao o extractos de cacao187,195,245,246,252. 
Además, durante la diabetes generalmente se producen cambios en la 




estructura y la función renal que se han relacionado principalmente con la 
glucotoxicidad170,241; así, en estadios iniciales de la DN, el riñón presenta 
hipertrofia e hiperfiltración170. Por lo tanto, este incremento en el eGFR explica 
los altos niveles de la creatinina sérica, y de la albúmina y de la glucosa en la 
orina en las ratas diabéticas. Por otra parte, estas alteraciones funcionales se 
acompañan de cambios morfológicos en la corteza renal, como la hipertrofia 
glomerular, la expansión del mesangio y del espacio de Bowman, así como la 
hipertrofia tubular (aumento del espesor del epitelio tubular), la acumulación de 
estructuras hialinas y la dilatación de los túbulos. De hecho, todos estos 
cambios morfológicos se han asociado con un aumento del peso del riñón, y 
con el incremento de la creatinina sérica253. Así, el grado de proteinuria 
mostrado por las ratas diabéticas se relaciona con la formación de estructuras 
hialinas dentro de la luz tubular y refleja el aumento de la reabsorción 
proteica170. También se ha descrito que esta hiperfiltración relacionada con la 
lesión glomerular es secundaria al aumento exacerbado de la reabsorción de 
glucosa en los túbulos proximales254, y que debido al crecimiento del túbulo, se 
reabsorbe más filtrado, lo que conduce al incremento del eGFR170. En este 
sentido, la funcionalidad compensatoria y la hipertrofia estructural en los 
glomérulos y túbulos de los animales ZDF-C se deben a un intento por 
mantener un rango normal de filtración y reabsorción en las etapas tempranas 
de la diabetes. Sin embargo, todas estas alteraciones estructurales y 
funcionales, que estuvieron presentes en las ratas ZDF-C, se revertieron en las 
ratas diabéticas alimentadas con una dieta rica en cacao. Estos resultados se 
ven apoyados por distintas investigaciones que mostraron como la 
administración de cacao en ratas hipertensas y diabéticas contribuyó a prevenir 
la expansión mesangial del glomérulo231. De manera similar, el té verde y un 
extracto de semillas de uva protegieron de las alteraciones estructurales y 
funcionales en el riñón de distintos modelos de roedores 
diabéticos176,205,220,242,255. Todos estos resultados apoyan el hecho de que la 
mayoría de las alteraciones renales pueden revertirse en estadios tempranos 
de la DN mediante un buen control de la glucemia242. 
Las células del túbulo proximal de los riñones desempeñan un papel crucial 
en la homeostasis glucídica y la alteración de su funcionalidad constituye una 
de las primeras manifestaciones fisiopatológicas de la DN170,182, como se ha 
mencionado antes. Además, se ha de considerar que la hiperglucemia altera 
vías metabólicas celulares como la gluconeogénesis, la captación de glucosa o 
la vía de la insulina180,183,190. Así, la hiperglucemia modificó la señalización de la 
insulina en las ratas diabéticas ZDF-C, ya que presentaron una disminución de 
los niveles fosforilados en los residuos de tirosina del IR, como se ha mostrado 
en otras investigaciones247. No obstante, la alimentación de los animales 
diabéticos con la dieta rica en cacao previno esta alteración. Del mismo modo, 
otros flavonoides como la quercetina, la rutina y la EC aliviaron la resistencia a 




la insulina mediante el aumento en riñón de los niveles fosforilados de los 
residuos de tirosina del IR en ratas alimentadas con fructosa200. 
En relación con la ruta de señalización de la insulina, en este trabajo se ha 
demostrado que el córtex renal de las ratas diabéticas presentó una 
inactivación de la GSK3 y una activación de la GS, lo que provocó un aumento 
del contenido del glucógeno, al igual que se ha descrito en las ratas ZDF en 
otros órganos con capacidad de llevar a cabo la glucogenogénesis, como el 
hígado195,248. Sin embargo, estos efectos fueron revertidos cuando los animales 
fueron alimentados con la dieta rica en cacao. En línea con estos resultados, se 
ha demostrado que la administración de un extracto de semillas de uva en 
ratones diabéticos restauró la activación de la GSK3, lo que se asoció con un 
efecto protector en la DN256. De igual manera, la administración de té verde fue 
capaz de evitar la acumulación de glucógeno en los túbulos renales de ratas 
diabéticas205. Todos estos resultados parecen indicar que el cacao podría 
mejorar la resistencia a la insulina y contribuir a la homeostasis glucídica 
mediante la activación de la GSK3 y la disminución del contenido de glucógeno 
en la corteza renal de las ratas diabéticas.  
La gluconeogénesis renal se produce principalmente en la corteza y 
representa un mecanismo crucial para la regulación de la homeostasis 
glucidica180. De hecho, en la corteza renal de las ratas y los pacientes 
diabéticos se han encontrado niveles elevados de las enzimas 
gluconeogénicas PEPCK y G-6-Pasa181,257,258. En este estudio, la ingesta de la 
dieta rica en cacao en las ratas diabéticas protegió del aumento de las enzimas 
comentadas anteriormente y, por ello, se inhibió la gluconeogénesis renal y se 
mejoró la glucemia. De manera análoga, la administración de la nuez de areca, 
del cinamaldehído y del vanadio a animales diabéticos inhibió la 
gluconeogénesis renal191,192,259,260. También, se ha sugerido que la alteración 
de la señalización del IR en ratas resistentes a la insulina podría contribuir a 
mantener unos niveles elevados de glucemia por la activación de la 
gluconeogénesis181. Así pues, a la luz de todos estos resultados parece que el 
cacao podría contribuir a disminuir los niveles de glucemia en las ratas 
diabéticas mediante la restauración de los niveles de la PEPCK y de la G-6-
Pasa, jugando un papel importante en este proceso la señalización de la 
insulina en la corteza renal. 
En la corteza renal afectada por la DN, la glucosa reabsorbida por el SGLT-
2 retorna a la circulación a través del GLUT-2, lo que provoca un aumento de 
ambos transportadores en las etapas tempranas de la enfermedad y, con ello, 
un aumento de la glucotoxicidad y de la resistencia a la insulina180,261. Estas 
alteraciones en la reabsorción de la glucosa conducen a la acumulación de 
glucógeno en los túbulos renales180,205. Además, el aumento de los niveles de 
la albúmina se asocia con un incremento de la expresión del SGLT-2 en la 
diabetes180. En las ratas ZDF-C se produjo un aumento de los niveles del 




SGLT-2 y del GLUT-2 en la corteza renal, sin embargo, este efecto no se 
observó cuando las ratas diabéticas se alimentaron con una dieta rica en 
cacao. De manera similar, la florizina y el resveratrol contribuyeron a restaurar 
los niveles de ambos transportadores en roedores diabeticos262,263. Además, la 
disminución de la reabsorción de glucosa en los túbulos proximales como 
consecuencia del descenso de los niveles del SGLT-2 en las ratas diabéticas 
alimentadas con cacao podría restaurar el mecanismo de circulación entre el 
túbulo y los glomérulos y, así, contribuir a reducir la hiperfiltración glomerular, y 
también a atenuar la hipertrofia renal. Así pues, el cacao podría mejorar la 
homeostasis glucídica y la sensibilidad a la insulina mediante la modulación de 
la expresión del SGLT-2 y del GLUT-2 en las ratas diabéticas. 
Se ha de mencionar también que aunque el cacao contiene fibra, sus 
efectos beneficiosos sobre  la salud se han relacionado principalmente con sus 
flavanoles. No obstante, se ha demostrado recientemente que los efectos 
beneficiosos atribuidos al cacao no solo se deben a la fibra, si no que sus 
polifenoles y otros compuestos podrían también tener un papel clave264. Así, la 
EC y las procianidinas parecen contribuir al mantenimiento de la función y la 
estructura renal durante la diabetes240,265,266. También la teobromina parece 
proteger de la cristalización del ácido úrico267 y, en combinación con los 
flavanoles del cacao, aumenta el efecto protector vascular268, aspecto que 
ayuda a preservar los riñones. 
Finalmente, se ha de considerar que la cantidad de cacao empleada en 
este estudio en los animales es equivalente a una dosis diaria de 64,5 g de 
cacao, que contiene 1075 mg de polifenoles, para un humano de 60 Kg. 
Aunque esta ingesta de compuestos fenólicos se puede considerar como 
realista, la cantidad de cacao necesario para obtenerla es superior a la ingesta 
diaria recomendada. De esta manera, se han hecho ensayos de intervención 
en humanos con chocolate negro enriquecido en polifenoles, llegando a 
alcanzar cifras de 1000 mg de polifenoles en 20 g de chocolate255, lo que 
representa entre un 5 y un 10% de las calorías diarias recomendadas. Esta 
cantidad podría integrarse fácilmente en la dieta, si bien se necesitan más 
investigaciones en las que se disminuya la dosis de cacao para que la 
relevancia fisiológica de los estudios sea aún mayor y se pueda llegar a 
conocer la concentración necesaria para conseguir los efectos beneficiosos en 
la salud. 
En resumen, en este estudio se ha demostrado que una dieta rica en cacao 
mejora el control glucémico y la sensibilidad a la insulina en la corteza renal de 
las ratas ZDF. La dieta rica en cacao es capaz de proteger de la disminución de 
los niveles fosforilados en los residuos de tirosina del IR, de la inhibición de la 
vía de la GSK3/GS y del aumento de los niveles de expresión de los 
transportadores SGLT-2 y GLUT-2 en la corteza renal de las ratas diabéticas. 
Además, el cacao revierte los elevados niveles de la PEPCK y de la G-6-Pasa 




de las ratas diabéticas, protegiendo la función renal mediante la restauración 
del contenido de glucógeno, de la morfología y la funcionalidad renales. 
 
1.4. Efecto de una dieta rica en cacao sobre el estrés oxidativo, la 
apoptosis y la autofagia en ratas diabéticas ZDF. 
El estrés oxidativo es un factor importante en el desarrollo y progreso de la 
DN216. Por ello, las nuevas estrategias para abordar la enfermedad pasan por 
encontrar compuestos que pongan en marcha mecanismos para disminuir o 
inhibir las fuentes de producción de los ROS, para mejorar las defensas 
antioxidantes y para modular aquellos procesos relacionados con el estrés, 
como la apoptosis o la autofagia. En este sentido, el cacao puede ejercer 
efectos relevantes, ya que ha demostrado tener actividad antioxidant y 
antidiabética171,245,269. 
El estadio inicial de la DN se caracteriza por una hipertrofia e hiperfunción 
renal170. De hecho, esta última se relaciona con la hiperfiltración, lo que explica 
los elevados niveles séricos del ácido úrico, y de la creatinina y la albumina 
presentes en la orina de las ratas diabéticas. Sin embargo, la alimentación de 
las ratas diabéticas con una dieta rica en cacao previno el aumento de estos 
parámetros. Del mismo modo, los alimentos ricos en flavanoles, como el cacao 
y el té verde, o los flavanoles puros, como la EGCG y la procianidina B2, 
protegieron a los riñones de las alteraciones funcionales en diferentes modelos 
de diabetes en roedores205,256,270. 
En la DN se activan varias rutas de señalización y, entre ellas, las 
relacionadas con el estrés oxidativo170,271,272. En este trabajo, en la corteza 
renal de las ratas ZDF-C se produjo un aumento de los niveles de producción 
de los ROS y del contenido de grupos carbonilos, aunque estos efectos se 
atenuaron cuando los animales recibieron la dieta rica en cacao. También se 
ha visto que el incremento de los valores de la NOX-4, que se detectaba en las 
ratas diabéticas, no se producía cuando estas ingerían una dieta rica en cacao. 
Este exacerbado estrés oxidativo observado en las ratas diabéticas condujo a 
alteraciones en el sistema de las defensas antioxidantes, ya que se redujeron 
las actividades de las enzimas SOD y CAT, así como los niveles fosforilados 
del Nrf2. No obstante, la respuesta antioxidante se restauró en las ratas 
alimentadas con el cacao. Estos resultados se ven apoyados por distintas 
investigaciones que mostraron un descenso de los niveles del GSH, así como 
una disminución de las actividades enzimáticas de la GPx, de la GR, de la SOD 
y de la CAT en el riñón de diversos modelos experimentales en animales 
diabéticos23,260,273. Además, un cacao enriquecido en flavanoles y un extracto 
de distintos flavanoles suprimieron el estrés oxidativo al disminuir la generación 
de los ROS, el contenido de grupos carbonilos y los niveles de la NOX-4, así 




como al aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en una 
situación de diabetes228,231,240,265,270,273,274. De hecho, a la NOX-4 se le ha 
atribuido un papel importante en el desarrollo del estrés oxidativo, de manera 
que su inhibición incrementó la actividad de la SOD, lo que disminuyó el estrés 
oxidativo y mejoró la función renal235.  
Como se ha mencionado anteriormente, el estrés oxidativo activa 
diferentes vías de señalización, entre las que se encuentra también la ruta de 
las MAPKs271. Así, en las ratas diabéticas, se ha mostrado un aumento de los 
niveles fosforilados de las ERKs228,256,275. De manera similar, la administración 
de las antocianinas, de las procianidinas o del EGCG a ratas diabéticas previno 
el incremento de los niveles fosforilados de las ERKs, y redujo el estrés 
oxidativo228,256,275. 
La AMPK, la SIRT-1 y el mTOR son proteínas que están reguladas por el 
estrés oxidativo y metabólico236,276. Durante la DN se produce una disminución 
de los niveles de la AMPK y de la SIRT-1, así como un aumento de los del 
mTOR231,266,273,274. En este estudio, en las ratas diabéticas se ha observado un 
descenso de los niveles fosforilados de la AMPK, que podría estar asociado a 
la activación de la NOX-4 y a la disminución de los niveles de la SIRT-1, así 
como a la disminución de las actividades de la CAT y de la SOD. Estos 
resultados se ven apoyados por distintas investigaciones que asocian ese 
descenso de los niveles fosforilados de la AMPK con la albuminuria y con la 
disfunción renal en los animales diabeticos179,231. Sin embargo, la dieta rica en 
cacao recuperó completamente todos los parámetros mencionados 
anteriormente, al igual que ocurre en otros modelos experimentales de diabetes 
al administrar la EC o el cacao enriquecido en flavanoles231,240,266,273,274. 
Además, la estimulación de la AMPK y de la SIRT-1 protegió del daño oxidativo 
al suprimir la activación de la NOX-4 y, por tanto, la generación de los ROS en 
las células renales236. La activación de las dos proteínas comentadas 
anteriormente también se ha relacionado con el incremento de los niveles 
fosforilados del Nrf2 en las complicaciones diabéticas277. En consecuencia, la 
activación de la señalización de la AMPK y de la SIRT-1 se ha relacionado con 
una mejora del estado redox y de la funcionalidad renal en los animales 
diabéticos273,277. 
En la DN, la alteración de la autofagia se asocia con una disminución de 
los niveles fosforilados de la AMPK, lo que conduce a la activación de la vía del 
mTOR y a la disminución de los niveles de la SIRT-1278, como se ha observado 
en las ratas diabéticas en este estudio. Es importante destacar que la autofagia 
desempeña un papel crucial en la patogénesis de la enfermedad renal 
diabética, ya que es un mecanismo esencial para mantener la homeostasis de 
los túbulos y glomérulos en la corteza renal278. Así, distintas investigaciones 
han descrito un aumento de los niveles de la p62 y, por tanto, una disminución 
de la autofagia en la corteza renal de animales y pacientes diabeticos279,280. De 




manera similar, este estudio ha mostrado un aumento de los niveles de la p62 y 
una disminución de los niveles de la Beclina-1 y de la relación LC3-II/LC3-I en 
las ratas diabéticas. Sin embargo, la dieta rica en cacao previno esta inhibición 
del proceso autofágico y el descenso de los niveles fosforilados y totales de la 
AMPK y de la SIRT-1, así como del aumento de los valores del mTOR. Estos 
resultados se ven apoyados por distintas investigaciones que demostraron que 
el tratamiento de los animales diabéticos con el resveratrol activó a la AMPK y 
a la SIRT-1 e inhibió al mTOR, lo que condujo a una estimulación de la 
autofagia y una atenuación del daño renal281,282. 
El estrés oxidativo y la alteración de la autofagia también están 
relacionados con la apoptosis; así, ambos procesos pueden contribuir a 
favorecer este tipo de muerte celular programada en el riñón durante la 
DN272,276. El aumento de los niveles de las proteínas proapoptóticas (la Casp-3, 
la Casp-9 y el Bax) y el descenso de los niveles de las proteínas 
antiapoptóticas (el Bcl-xL) en la corteza renal de las ratas diabéticas de este 
estudio se asoció con un aumento del índice apoptótico (el TUNEL) y del índice 
proliferativo (el PCNA). Estas alteraciones también se han descrito en las vías 
de señales de las células de los túbulos renales de los animales 
diabeticos270,283. De hecho, un aumento de la proliferación en la corteza renal 
se ha relacionado con la hipertrofia tubular temprana y la hiperplasia, como 
consecuencia de la hiperfuncionalidad renal170. Sin embargo, en las ratas 
diabéticas alimentadas con cacao, se previno la alteración de los procesos de 
autofagia y apoptosis. De manera similar, el fármaco antidiabético pioglitazona 
y el triterpenoide ácido betulínico ejercieron efectos antiapoptóticos y 
antiproliferativos en el riñón de las ratas diabéticas, lo que mitigó el daño 
renal273,283. Además, el zumo enriquecido en quercetina, las procianidinas, el 
EGCG y las antocianinas también mostraron efectos beneficiosos al paliar el 
daño renal por inhibir la apoptosis (disminuyeron los niveles de la Casp-3) en 
los animales diabéticos y en cultivos de células266,270,275,284. Del mismo modo, 
podría destacarse que la recuperación de los niveles de la SIRT-1 y de la 
AMPK por los tratamientos con las procianidinas en modelos diabéticos no solo 
se han relacionado con una inhibición del estrés oxidativo, sino también con 
una supresión de la apoptosis que condujo a una reducción del daño 
renal266,274. 
En resumen, en este estudio se ha demostrado que una dieta rica en cacao 
mejora la funcionalidad de los riñones al ejercer efectos renoprotectores que 
contribuyen al mantenimiento del equilibrio redox y la homeostasis celular a 
través de la activación de la autofagia y la inhibición de la apoptosis en la 
corteza renal de las ratas ZDF. La dieta rica en cacao previene el aumento de 
la generación de los ROS, así como la oxidación de las proteínas y el 
incremento de los niveles de la NOX-4 en los animales diabéticos. Además, el 
cacao modula las defensas antioxidantes renales (el p-Nrf2, la SOD y la CAT), 




y proteínas clave relacionadas con el estrés oxidativo (las p-ERKs) y la 
citoprotección (la AMPK, el mTOR y la SIRT-1). También, el cacao contribuye a 
aliviar la lesión renal a través de la regulación de los procesos de autofagia y 
apoptosis en la corteza renal de las ratas ZDF. 




2. Capítulo segundo - Efecto de los flavanoles del cacao sobre las 
alteraciones de la funcionalidad y el daño oxidativo vascular en 
modelos de experimentación. 
2.1. Efecto de los ácidos fenólicos derivados de la ingesta de cacao 
sobre la disfunción endotelial inducida por el estrés oxidativo en 
las células EA.hy926. 
Más del 80% de los flavanoles ingeridos en la dieta son metabolizados por 
la microbiota colónica, generando ácidos fenólicos con capacidad para 
contribuir a las actividades biológicas de los flavanoles172. De hecho, estos 
metabolitos colónicos son considerados actualmente unos de los principales 
responsables de sus propiedades saludables. Sin embargo, hasta el momento 
se desconocen muchos de los efectos biológicos de estos compuestos. En este 
sentido, después del consumo regular de alimentos ricos en flavanoles 
(principalmente el cacao y sus derivados) se pueden encontrar en plasma y 
orina ácidos fenólicos como el HPPA, el DHPAA y el DHBA, así como sus 
formas conjugadas285. Por ello, en este estudio se ha evaluado el posible efecto 
beneficioso de algunos de estos ácidos fenólicos (el DHPAA, el DHBA y el 
HPPA) sobre la función endotelial. El tratamiento in vitro con estos metabolitos 
es más adecuado ya que refleja con mayor precisión las condiciones 
fisiológicas que aparecen en el plasma tras el consumo de compuestos puros 
como las procianidinas172. Además, en este estudio se han utilizado dosis 
realistas de los ácidos fenólicos, entre 1 y 10 μM, que son las concentraciones 
que se han encontrado en las distintas investigaciones tras la ingesta de 
alimentos ricos en flavanoles285,286. 
Las células endoteliales juegan un papel crucial en el mantenimiento de la 
homeostasis vascular al liberar diversos factores vasodilatadores, siendo el 
más importante el NO. En este estudio se ha demostrado que el tratamiento de 
las células EA.hy926 con concentraciones de 10 μM de los ácidos fenólicos 
aumentaba la producción del NO. Más importante, la mezcla de los tres 
metabolitos en concentraciones más bajas (4 μM del DHPAA + 4 μM del DHBA 
+ 4 μM del HPPA) también fue capaz de aumentar la producción del NO en 
dichas células. Estos resultados están de acuerdo con otros estudios que  
muestran que el tratamiento in vitro con una mezcla de metabolitos derivados 
de los elagitaninos aumentaba la producción del NO de manera más eficaz que 
los metabolitos de manera individual287. Todo ello apoyaría la hipótesis de que 
el efecto beneficioso de las dietas ricas en flavanoles se debe a la actividad 
biológica sinérgica de los metabolitos circulantes288. 
El cacao y sus flavanoles han demostrado ser capaces de mejorar la 
función endotelial, reduciendo así el riesgo de mortalidad cardiovascular289. 
Este efecto beneficioso ha sido atribuido en gran parte a la EC, un flavanol 
abundante del cacao, que ha demostrado inducir la relajación endotelial en 




animales y humanos290. Más concretamente, se ha descrito que la EC es capaz 
de fosforilar y activar la enzima clave de la síntesis del NO, la eNOS, a través 
de la vía de la PI3K/AKT y de la quinasa dependiente de calmodulina, 
provocando un aumento de la producción del NO en las células endoteliales de 
la arteria coronaria humana291. También, la EC es capaz de inducir la 
fosforilación de la eNOS a través de la formación de un complejo activo entre la 
eNOS, la AKT y la proteína de choque térmico 90 (HSP90, de sus siglas en 
inglés Heat Shock Protein 90)292. Sin embargo, esta es la primera vez que se 
demuestra que el tratamiento de células endoteliales con una mezcla de 
metabolitos colónicos derivados de los flavanoles del cacao, aumenta los 
niveles fosforilados de los residuos de serina de la eNOS y, con ello, la 
producción del NO. 
Estos resultados coinciden con distintas investigaciones que indican que 
algunos metabolitos colónicos son capaces de provocar vasodilatación en los 
anillos aórticos aislados de rata293. Igualmente, el tratamiento de células 
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) con ácidos fenólicos 
derivados de la ingesta de las antocianinas indujo la activación de la hemo 
oxigenasa 1 y la modulación de la actividad de la eNOS, provocando un 
descenso de la producción de superóxido, y en consecuencia un incremento de 
la producción del NO294. Más recientemente, se ha demostrado que un 
metabolito colónico derivado de las proantocianidinas fue capaz de disminuir la 
adhesión endotelial de los monocitos THP-1 a las células endoteliales 
HUVEC295. Todos estos resultados parecen sugerir que los ácidos fenólicos 
pueden mejorar la función vascular y que probablemente sean uno de los 
principales compuestos activos capaces de provocar los efectos beneficiosos 
de los flavanoles. 
Numerosas investigaciones han demostrado que la vía de la PI3K/AKT y 
de la AMPK desempeñan un papel importante en la modulación de la 
fosforilación de la eNOS296. Se ha visto que la AKT es capaz de fosforilar el 
residuo de serina y activar a la eNOS, por lo que es un regulador importante de 
la producción del NO endotelial297. Por otro lado, se ha comprobado que la 
AMPK también es capaz de fosforilar los residuos de serina y de esta forma 
activar a la eNOS en las células endoteliales298. De acuerdo con todo ello, en 
este estudio hemos demostrado que la mezcla de ácidos fenólicos es capaz de 
aumentar la fosforilación de la AKT y de la AMPK en células endoteliales en 
cultivo. Además, el tratamiento de las células con inhibidores específicos de 
estas proteínas disminuyó los niveles fosforilados de la eNOS y la producción 
del NO en respuesta a los ácidos fenólicos, lo que sugiere que el efecto de los 
metabolitos colónicos sobre la eNOS podría estar mediado en parte por la 
activación de la PI3K/AKT y de la AMPK. Estos resultados se ven apoyados por 
distintas investigaciones que muestran mecanismos similares de fosforilación 
de la eNOS en respuesta a diferentes compuestos fenólicos como la 




genisteína299, la EGCG300,  la hesperidina301, la EC292, la quercetina302 o el 
resveratrol237, así como en respuesta a varias compuestos fitoquimicos290. La 
identificación de los metabolitos colónicos derivados de la ingesta de los 
polifenoles de la dieta que pueden influir en la producción del NO endotelial y la 
caracterización de su mecanismo de acción apoya aún más el efecto 
cardioprotector de estos compuestos naturales. 
Es interesante destacar que los compuestos antioxidantes naturales no 
solo puede influir positivamente en la producción del NO endotelial sino que 
también pueden disminuir el estrés oxidativo y, de esta forma, favorecer 
igualmente la función endotelial303. En este sentido, se ha demostrado 
recientemente que algunos ácidos fenólicos producidos por la microbiota 
colónica podrían poseer efectos antioxidantes218,304,305. Por lo tanto, en este 
estudio también se ha evaluado el posible efecto protector de estos metabolitos 
colónicos frente a un estrés oxidativo inducido por el tratamiento con t-BOOH, 
un prooxidante comúnmente utilizado para estudiar las alteraciones provocadas 
por los ROS en varios tipos célulares306,307,308. Como era de esperar, el 
tratamiento con t-BOOH aumentó la generación de los ROS y el daño oxidativo 
celular, lo que resultó en una reducción de la viabilidad celular en las células 
EA.hy926. Asimismo, este tratamiento también provocó la activación de las 
vías de señalización relacionadas con el estrés oxidativo (las ERKs y las JNKs) 
y la disminución de los niveles fosforilados de la eNOS. Sin embargo, todos 
estos efectos se atenuaron cuando las células fueron pretratadas con los 
metabolitos colónicos, lo que sugiere que los ácidos fenólicos pueden prevenir 
la generación de los ROS y la activación de las vías relacionadas con el estrés 
oxidativo y, por ello, la disfunción endotelial. Resultados similares se han 
mostrado recientemente con el HPPA que  previno el aumento en la producción 
de los ROS provocado por altas dosis de glucosa, manteniendo la fosforilación 
de la eNOS dependiente de insulina y la producción del NO309. Sin embargo, no 
podemos descartar que la capacidad de estos metabolitos de activar a la eNOS 
a través de las vías de la AKT y de la AMPK también pueda contribuir a 
proteger a las células endoteliales de la disfunción endotelial asociada al estrés 
oxidativo. Por lo tanto, los efectos protectores de estos compuestos podrían 
depender tanto de su modulación sobre el estado oxidativo como de su 
activación directa de la AKT, de la AMPK y, finalmente de la eNOS. 
Todos estos resultados en conjunto sugieren que los metabolitos colónicos 
de los flavanoles pueden evitar la disfunción endotelial asociada con el estrés 
oxidativo, lo que indica que sus efectos beneficiosos sobre el sistema vascular 
pueden estar parcialmente mediados por sus propiedades antioxidantes. 
 En definitiva, en este estudio, se ha demostrado por primera vez que los 
ácidos fenólicos derivados del metabolismo microbiano tras la ingesta de 
flavanoles pueden inducir la producción in vitro del NO en células endoteliales 
humanas. Del mismo modo, se ha mostrado que este efecto esta mediado por 




las vías de señalización de la AMPK y de la PI3K/AKT, así como por la 
fosforilación/activación de la eNOS. Además, estos metabolitos colónicos 
también fueron capaces de proteger frente a situaciones de estrés oxidativo al 
prevenir el aumento en la generación de los ROS y la activación de las vías de 
señales relacionadas con el estrés, evitando de esta forma la disfunción 
endotelial y la muerte celular. Todos estos resultados proporcionan nuevas 
evidencias de que el beneficio de los flavanoles del cacao sobre la función 
endotelial podría resultar, al menos en parte, por la bioactividad de sus 
metabolitos colónicos.  
 
2.2. Efecto de una dieta rica en cacao sobre la rigidez, el remodelado 
aórtico y el estrés oxidativo en ratas diabéticas ZDF. 
Una vez evaluado el potencial efecto protector de los flavanoles del cacao 
y sus metabolitos colónicos in vitro, nos planteamos comprobar si este efecto 
beneficioso podría aparecer también en una situación de daño vascular in vivo. 
Una de estas situaciones de alto riesgo cardiovascular es la T2D en la que 
aparecen serias complicaciones macrovasculares asociadas a cambios 
funcionales y estructurales de la pared vascular que resultan finalmente en la 
rigidez arterial temprana y la remodelación vascular310. Así pues, empleando el 
mismo modelo animal de diabetes, las ratas ZDF, nos propusimos comprobar si 
la ingesta de cacao podría prevenir las alteraciones hemodinámicas, la rigidez 
arterial y la remodelación vascular que se producen durante la diabetes y el 
mecanismo involucrado. Este modelo animal presenta daño arterial durante la 
progresión de la enfermedad, lo que hace que sea altamente apropiado para 
evaluar el efecto del cacao sobre la función vascular en la T2D. 
Una gran mayoría de pacientes con T2D presentan numerosas 
alteraciones hemodinámicas y rigidez arterial311 que se asocia con un alto 
riesgo de padecer cardiopatías312. De acuerdo con esto, los animales 
diabéticos presentaron un aumento de la sSAP, de la dSAP, de la mSAP, así 
como una disminución de la frecuencia cardíaca. Igualmente, el PP y el índice 
de aumento (AI de sus siglas en inglés Augmentation Index), ambos 
parámetros indicadores de rigidez arterial, fueron significativamente superiores 
en los animales ZDF-C. Sin embargo, todos estos efectos se vieron atenuados 
cuando los animales diabéticos fueron alimentados con una dieta rica en 
cacao. Este efecto cardioprotector del cacao también se ha observado en 
modelos experimentales de riesgo cardiovascular313 como la hipertensión, y 
apoya los resultados observados en varios estudios de intervención que 
sugieren que el cacao puede también tener potencial terapéutico para prevenir 
complicaciones cardiovasculares en pacientes diabéticos16. Es importante 
mencionar que, a pesar de la presencia de la rigidez arterial, los animales 
diabéticos ZDF no mostraron disfunción endotelial. Como se ha descrito 




previamente, una hiperglucemia moderada es suficiente para inducir cambios 
estructurales en el endotelio, pero es necesaria una hiperglucemia severa para 
provocar la disfunción endotelial314. 
El aumento de la rigidez arterial resulta en gran medida de alteraciones en 
la composición y en la estructura de la pared vascular. Varios mecanismos 
están involucrados en este proceso, incluido la hiperplasia de la túnica media y 
de la íntima, así como los cambios en la presencia de colágeno y elastina en la 
pared vascular315. En este estudio se ha demostrado un aumento del espesor 
de las túnica media y de la relación de esta con el diámetro aórtico interno en 
las ratas diabéticas no suplementadas con cacao, lo que indica hiperplasia de 
la túnica e hipertrofia vascular de las células del músculo liso315. Además, el 
contenido de elastina en las aortas de estos animales diabéticos disminuyó, 
mientras que la acumulación de colágeno aumentó, resultando en una 
reducción de la relación de la elastina con el colágeno, lo que se relaciona con 
el avance de la rigidez arterial316. Sin embargo, todas estas alteraciones 
estructurales no se produjeron cuando las ratas diabéticas fueron alimentadas 
con una dieta rica en cacao, lo que apoya el efecto protector del cacao sobre la 
rigidez arterial comentado anteriormente. En conjunto, estos resultados ponen 
de manifiesto el efecto beneficioso de la ingesta de cacao sobre los cambios 
estructurales vasculares y la remodelación que tiene lugar en los animales 
diabéticos. Es interesante destacar que, aunque son limitados los estudios de 
intervención en humanos que han evaluado el consumo de los productos de 
cacao en pacientes con T2D, en algunos de ellos se ha observado también 
este efecto protector del consumo de cacao sobre la función vascular16. Por 
tanto, es necesario realizar más ensayos clínicos en personas con diabetes 
para aclarar el potencial del cacao para reducir el riesgo de las complicaciones 
vasculares en estos pacientes. 
El estrés oxidativo juega un papel fundamental en el desarrollo de la rigidez 
arterial y la remodelación vascular, apareciendo de manera constante en 
modelos experimentales y pacientes con diabetes317,318. Existen varias fuentes 
productoras de los ROS en la pared vascular, incluyendo la familia de las 
NOXs, enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial. En este sentido, se ha 
observado que en condiciones de hiperglucemia y de diabetes la producción de 
los ROS aumenta como consecuencia de la activación de las NOXs, 
especialmente mediante la NOX-1, la NOX-2 y la NOX-4319. De acuerdo con 
esto, en este estudio se ha encontrado que las ratas diabéticas presentaban 
niveles elevados de la NOX-2 y de la NOX-4 y, con ello, valores incrementados 
de los ROS en las arterias. Sin embargo, cuando los animales diabéticos 
fueron alimentados con la dieta rica en cacao no se producía este efecto. 
Igualmente, la activación de las vías de señalización relacionadas con el estrés 
oxidativo, como son las ERKs y las JNKs, así como el daño oxidativo, se vió 
atenuado en las arterias de las ratas diabéticas suplementadas con cacao. 




La SIRT-1 es una proteína que ha sido implicada en la protección frente al 
estrés oxidativo por su capacidad para impedir la activación de las NOXs y, en 
consecuencia, disminuir la producción de los ROS. En particular, se ha descrito 
que la inhibición de la SIRT-1 aumenta la producción de los ROS y la expresión 
del ARNm de la NOX-4 en anillos aórticos320. En este sentido, las ratas 
diabéticas suplementadas con cacao fueron capaces de evitar la disminución 
de la SIRT-1 que presentaron los animales diabéticos control, contribuyendo 
probablemente de esta forma a evitar la activación de las NOXs en estos 
animales. Estos resultados están de acuerdo con los que se han mostrado 
previamente en las células renales NRK-52E, donde el pretratamiento de las 
mismas con la EC y con el DHPAA evitó la disminución de los niveles de la 
SIRT-1 y, por tanto, el aumento de los niveles de la NOX-4 inducidos por altas 
dosis de glucosa. Igualmente, se ha demostrado recientemente que la EC fue 
capaz de prevenir la disminución de los niveles de la SIRT-1 asociados al 
envejecimiento y revertir de este modo la función vascular tanto en modelos 
animales in vivo como en cultivos celulares in vitro321. 
En conjunto, estos resultados demuestran que la ingesta de cacao es 
capaz de proteger a los animales diabéticos del daño oxidativo arterial. Debido 
a que el cacao fue capaz de reducir los niveles de las NOXs y de los ROS así 
como el descenso de los niveles de la SIRT-1 inducido por la diabetes, se 
puede sugerir que este podría ser uno de los mecanismos que contribuyen a 
disminuir el daño oxidativo en las arterias de las ratas diabéticas. Este efecto 
antioxidante del cacao puede además explicar la mejora de la presión arterial, 
de la remodelación aórtica y de la sensibilidad a la insulina encontrada en estos 
animales diabéticos166. Del mismo modo, los efectos antidiabéticos del cacao 
pueden producir una reducción de la hiperglucemia y mejorar la tolerancia a la 
glucosa, lo que también contribuiría a reducir el riesgo de daño vascular171. 
La situación diabética no solo es capaz de aumentar la generación de los 
ROS, sino que también puede disminuir los niveles y la actividad de las 
defensas antioxidantes intracelulares en la pared arterial. De acuerdo con esto, 
en este estudio se ha encontrado que las arterias de las ratas diabéticas 
presentaban una disminución de los niveles nucleares del factor de 
transcripción p-Nrf2 que juega un papel fundamental en la regulación de la 
transcripción de un gran número de defensas antioxidantes322. En 
consecuencia, la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR, así como 
los niveles de la proteína metalotioneína se encontraron igualmente 
disminuidos en las arterias de las ratas diabéticas. Una vez más, todos estos 
efectos fueron totalmente prevenidos con la ingesta de cacao. La 
metalotioneína es una proteína antioxidante que se ha demostrado que es 
capaz de proteger contra las alteraciones vasculares y renales inducidas por la 
diabetes323. Además, la disminución de los niveles de esta proteína se ha 
asociado con daños en la arteria, incluidos la remodelación aórtica y el 




aumento del estrés oxidativo323. Los resultados de este estudio están de 
acuerdo con distintas investigaciones que demuestran que el aumento de los 
niveles de la metalotioneína a través de la regulación del Nrf2 juega un papel 
importante en la prevención de la nefropatía y la miocardiopatía diabetica324,325. 
En conjunto, todos estos resultados indican que la dieta rica en cacao evitó el 
descenso de los niveles fosforilados del Nrf2 y de sus proteínas antioxidantes, 
principalmente la metalotioneína, contribuyendo a prevenir el estrés oxidativo y 
el daño vascular en los animales diabéticos. Aunque el papel del Nrf2 en la 
diabetes no está totalmente esclarecido, sí que se ha demostrado que la 
disminución de los niveles del p-Nrf2 en las arterias contribuye al desarrollo del 
estrés oxidativo, lo que favorece la remodelación vascular y la disfunción 
endotelial en la diabetes326. En consecuencia, se ha sugerido que el uso de 
activadores del Nrf2 podría ser una estrategia interesante para prevenir el 
desarrollo de las complicaciones vasculares durante la diabetes.  
Finalmente, es interesante mencionar que las propiedades beneficiosas 
sobre la salud del cacao se han asociado principalmente a la presencia de los 
flavanoles (la EC y las procianidinas) y de las metilxantinas (la teobromina). En 
este sentido, se ha sugerido que la EC y las procianidinas parecen ser los 
principales responsables de los efectos beneficiosos vasculares del cacao285.  
En cuanto a la teobromina, si bien no se observa ningún efecto beneficioso 
cuando se consume sola, se ha comprobado que en combinación con los 
flavanoles del cacao produce un efecto superior268. 
En resumen, este estudio muestra por primera vez el efecto protector de 
los flavanoles del cacao frente al daño oxidativo vascular que aparece en la 
diabetes. Este efecto incluye la mejora del estado hemodinámico de los 
animales diabéticos, así como la prevención de la rigidez arterial y la 
remodelación vascular. En cuanto a la regulación molecular, el cacao fue capaz 
de evitar la disminución de los niveles de la SIRT-1 inducidos por la diabetes, 
así como la activación de la NOX-2 y de la NOX-4 y en consecuencia el 
aumento de la generación de los ROS. Igualmente, evitó la disminución de los 
niveles del Nrf2 activo y de sus proteínas antioxidantes asociadas, colaborando 
así a prevenir el estrés oxidativo y el daño vascular en las arterias de los 
animales diabéticos. Sobre todo, estos resultados muestran un nuevo 
mecanismo para reducir el riesgo cardiovascular en la población diabética y 
apoyan el uso del cacao como potencial agente protector frente al desarrollo de 
las complicaciones vasculares en la diabetes. 




3. Capítulo tercero - Efecto de los flavanoles del cacao sobre la salud 
intestinal y la microbiota intestinal en ratas diabéticas ZDF. 
Determinados trastornos metabólicos, como la diabetes, se han asociado con 
una alteración de la composición de la microbiota intestinal327. De acuerdo con 
esto, numerosos estudios han mostrado que ciertos compuestos de la dieta 
pueden atenuar el riesgo de T2D por su habilidad para modular la composición 
de la microbiota intestinal328. En este sentido, el cacao contiene fibra y otros 
compuestos bioactivos, como son los polifenoles y las metilxantinas 
(principalmente la teobromina), que han mostrado ser capaces de modificar la 
microbiota intestinal329,330. En concreto, se ha descrito que la suplementación 
con cacao produce un efecto positivo en el ecosistema microbiano intestinal de 
animales e individuos sanos, promoviendo el bienestar en el huésped331,332. Sin 
embargo, el efecto del cacao sobre la microbiota intestinal en la diabetes no ha 
sido hasta el momento evaluado. Por tanto, el objetivo de este estudio fue 
investigar si el cacao era capaz de mejorar la salud intestinal y modular la 
disbiosis en las ratas diabéticas ZDF, contribuyendo de esta forma a sus 
demostrados efectos antidiabéticos171. 
En este estudio, se ha encontrado que la dieta rica en cacao fue capaz de 
aumentar en los animales diabéticos los niveles de las proteínas ZO-1 y  
mucina, ambas implicadas en la integridad de la mucosa colónica, lo que se 
asocia con una mejora de la estructura y la salud intestinal333. Resultados 
similares se han obtenido en estudios previos, en los que el consumo de 
flavanoles procedentes de un extracto de semilla de uva también provocó un 
aumento de la expresión de las proteínas relacionadas con las uniones 
intercelulares y con la permeabilidad intestinal en ratas sanas334,335. Más 
importante, se ha demostrado que la ingesta de Salvia miltiorrhiza, una fuente 
natural de ácidos fenólicos, mejora la salud intestinal de ratones diabéticos 
tratados con estreptozotocina mediante el aumento de los niveles de las 
proteínas relacionadas con la permeabilidad intestinal336. 
Igualmente, el daño de la barrera intestinal se relaciona con el desarrollo del 
proceso inflamatorio y la endotoxemia metabólica337. De acuerdo con esto, en 
este estudio se ha visto un aumento de los niveles de las citoquinas 
proinflamatorias (la IL-6, el TNFα y el MCP-1) en el colon de las ratas 
diabéticas, sin embargo, este efecto no se produjo en aquellos animales que 
fueron alimentados con cacao. Estos resultados están en línea con distintas 
investigaciones que demuestran el efecto antiinflamatorio del cacao sobre la 
mucosa intestinal y, con ello, la mejora de la salud intestinal338,339,340. 
Pero, sobre todo, estos resultados ponen de manifiesto que la ingesta de 
cacao puede mejorar la integridad de la barrera intestinal y reducir la 
inflamación colónica en animales diabéticos. Aunque el mecanismo molecular 
que subyace a este efecto no está claro, se puede sugerir que podría estar 




parcialmente relacionados con cambios en la composición bacteriana intestinal 
inducidos por el cacao331,332. 
El estudio del microbioma de los animales mostró que las ratas diabéticas 
ZDF-C presentaban una composición microbiana diferente a la encontrada en 
los animales ZL sanos. A nivel de filo, los principales cambios que se 
observaron en los animales diabéticos fueron el aumento de la abundancia 
relativa del filo Proteobacteria y la disminución de la del filo Verrucomicrobia, 
mientras que la abundancia de los filos Firmicutes y Bacteroidetes no se 
encontró modificada. Sin embargo, la relación entre las abundancias relativas 
del filo Firmicutes y Bacteroidetes (F/B), que se considera un biomarcador de 
disbiosis, se incrementó en las ratas diabéticas. Por otro lado, la microbiota de 
los animales diabéticos que fueron tratados con el cacao (ZDF-Co) fue también 
diferente del resto, sugiriendo que el cacao podría tener efectos específicos en 
la composición de la microbiota intestinal de los animales diabéticos. Sin 
embargo, la dieta rica en cacao no pudo revertir el aumento de la relación F/B, 
que es característico de los modelos murinos de obesidad341. En este sentido, 
se ha descrito que los polifenoles son capaces de modular la composición de la 
microbiota intestinal sin modificar la relación entre las abundancias relativas de 
los filos Firmicutes y Bacteroidetes342. Además, esta relación no siempre se 
asocia con la obesidad y se ha sugerido que son los cambios específicos de la 
microbiota intestinal los principales responsables de las alteraciones 
metabólicos en estos animales343. De acuerdo con esto, en este estudio se ha 
encontrado que la ingesta de cacao modificó ciertos grupos bacterianos clave, 
los cuales podrían estar relacionados con la mejora de la homeostasis glucídica 
y de la salud intestinal en los animales diabéticos. 
El aumento de las bacterias del filo Proteobacteria está estrechamente 
relacionado con los trastornos metabólicos y con la inflamación intestinal344. En 
este estudio, el incremento de la abundancia relativa del filo Proteobacteria en 
las ratas diabéticas fue producido por un aumento de las bacterias que 
pertenecían al género Escherichia (de la familia Enterobacteriaceae), que está 
asociado con ciertas patologías intestinales en los humanos y en los 
animales345. Del mismo modo, aunque la abundancia relativa del filo Firmicutes 
no cambió en las ratas diabéticas, ciertos géneros si se modificaron en 
comparación con los de las ratas control; en concreto los géneros 
Enterococcus y Lactobacillus aumentaron en las ratas diabéticas, mientras que 
el género Oscillospora disminuyó. Enterococcus es un género bacteriano cuya 
presencia se asocia con la disfunción intestinal y las enfermedades 
inflamatorias346. 
Por otro lado, el género Lactobacillus se considera un grupo de bacterias con 
capacidad para ejercer efectos beneficiosos sobre el metabolismo del 
hospedador; no obstante, investigaciones recientes indican que el aumento de 
este género podría estar también relacionado con la obesidad y el ambiente 




inflamatorio347,348, lo que estaría de acuerdo con los resultados  encontrados en 
los animales diabéticos en este estudio. Por su parte, el género Oscillospira se 
asocia con efectos antiinflamatorios en el intestino, encontrándose disminuido 
en los pacientes afectados de T2D y de obesidad349,350. Es interesante 
remarcar que la dieta rica en cacao previno todos estos cambios negativos en 
la microbiota intestinal de los animales diabéticos. De forma similar, polifenoles 
como la quercetina y el resveratrol también fueron capaces de modular las 
especies bacterianas asociadas con ciertas enfermedades y con la inflamación, 
disminuir los niveles de citoquinas proinflamatorias y mejorar el metabolismo 
glucídico de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa351. 
El género Akkermansia (del filo Verrucomicrobia) se encuentra disminuido 
durante la obesidad y la diabetes352, lo que se correlaciona con los resultados 
obtenidos en este estudio en las ratas diabéticas. Por su parte, se ha descrito 
que la ingesta de polifenoles induce la expresión de A. muciniphila, lo que se 
asocia también con una mejora del peso corporal y de la tolerancia a la 
glucosa353. Sin embargo, en este estudio observamos que la suplementación 
con cacao de las ratas diabéticas no logró restaurar el descenso de la 
abundancia relativa de A. muciniphila, a pesar de que el metabolismo glucídico 
y la salud intestinal mejoró notablemente en estas ratas. Resultados similares 
de esta falta de correlación entre el aumento del género Akkermansia y la 
mejora de la T2D se han observado también en ratones obesos tratados con 
resveratrol354 o con extractos de polifenoles de la corteza de la canela y del 
orujo de la uva355. Por tanto, se necesitan más estudios que puedan aclarar el 
verdadero papel de este grupo bacteriano en la T2D. 
En este estudio también se han mostrado cambios en la composición de la 
microbiota que solo se observaron en los animales alimentados con cacao. 
Más concretamente, el tratamiento de las ratas diabéticas con una dieta rica en 
cacao aumentó la abundancia relativa del género Blautia, un grupo bacteriano 
que se ha correlacionado negativamente con la obesidad y la T2D356,357. Este 
género se relaciona también con la producción de ciertos SCFAs 
(principalmente del acetato) y, por ello, con los niveles totales de los SCFAs, 
los cuales fueron mayores en las heces de las ratas diabéticas tratadas con 
cacao. El acetato puede mejorar la funcionalidad de la barrera intestinal 
estimulando la diferenciación de las células de Goblet o reforzando las uniones 
estrechas de las células epiteliales358. 
En línea con esto, distintas investigaciones en un modelo animal de 
inflamación intestinal demuestran que la suplementación con los polifenoles 
procedentes de la piel de la uva aumentan la producción de los SCFAs 
(principalmente del acetato y del butirato), así como los niveles de la ZO-1 
colónica359. Igualmente, en este estudio se ha demostrado que el incremento 
de la abundancia relativa del género Blautia está directamente relacionado con 
el aumento de los niveles de la ZO-1 y de la mucina. Además, la alimentación 




de las ratas diabéticas con una dieta rica en cacao disminuyó la abundancia 
relativa de las bacterias productoras de lactato (principalmente del genero 
Lactobacillus y del Enterococcus) y, por tanto, de los niveles totales de lactato 
(precursor de ciertos SCFAs) encontrados en las heces. Un aumento de los 
niveles del lactato en modelos animales y en pacientes con T2D y obesidad se 
ha relacionado directamente con el proceso inflamatorio357,360. De acuerdo con 
esto, nuestros resultados muestran una correlación positiva entre la 
abundancia relativa de los géneros Lactobacillus y Enterococcus y el peso 
corporal y los parámetros relacionados con la homeostasis glucídica, con la 
alteración de la integridad intestinal y con el proceso inflamatorio. Como se ha 
demostrado previamente, la intervención nutricional puede ayudar a modular la 
composición de la microbiota intestinal y, con ello, la producción de los SCFAs, 
contribuyendo a recuperar la funcionalidad de la barrera colónica, atenuar la 
inflamación y mejorar el metabolismo glucidico355. Por lo tanto, todos estos 
resultados sugieren que la modulación de la microbiota intestinal podría ser uno 
de los mecanismos involucrados en los efectos antidiabéticos del cacao.  
En resumen, en este estudio se ha demostrado por primera vez que la 
suplementación de la dieta con cacao mejora la integración y la inflamación 
intestinal que aparece en los animales diabéticos ZDF. Además, la ingesta de 
cacao es capaz de modificar la microbiota intestinal de los animales diabéticos 
hacia un perfil más saludable y esos cambios han sido directamente 
relacionados con la mejora de la homeostasis glucídica y la salud intestinal de 
estos animales. Por tanto, se puede sugerir que la modulación de la microbiota 
intestinal por el cacao puede ser en parte responsable de sus efectos 
metabólicos en los animales diabéticos. 




4. Capítulo cuarto - Efecto antiinflamatorio de los flavanoles del cacao 
en modelos de experimentación. 
4.1. Efecto del cacao, la EC y los metabolitos colónicos sobre la 
inflamación en células renales y en el riñón de ratas diabéticas 
ZDF. 
La DN es una de las complicaciones diabéticas que contribuye a exacerbar 
la severidad y mortalidad de la diabetes170. En los últimos años el conocimiento 
sobre los procesos fisiopatológicos que conducen a la DN ha aumentado 
notablemente desde un punto de vista genético y molecular. Así, a la visión 
clásica de las alteraciones hemodinámicas y metabólicas como principales 
causas del daño renal en la diabetes se han unido otros factores, lo que indica 
que estos componentes tradicionales son solo un aspecto parcial de una 
situación más compleja. Uno de los cambios más relevantes se relaciona con la 
participación de los procesos inflamatorios, si bien aún hoy se desconoce el 
papel de las citoquinas inflamatorias en el daño renal durante la diabetes361. 
Distintos trabajos han descrito que la EC y el cacao poseen actividades 
antioxidantes y antinflamatorias215,362,363. De esta manera, diversos estudios 
han demostrado que la EC y el cacao pueden retrasar o prevenir el deterioro 
asociado a la diabetes mediante la reducción de la glucemia y la modulación 
del estrés oxidativo195,215,219,231. No obstante, en la actualidad se desconoce si 
estas sustancias, así como los metabolitos colónicos derivados de su ingesta, 
pueden proteger al riñón del daño inflamatorio asociado a la DN. Por tanto, el 
propósito de este estudio fue investigar los posibles efectos antinflamatorios de 
la EC, el DHBA, el DHPAA, y el HPPA (metabolitos colónicos derivados de la 
ingesta de flavanoles empleados en los estudios anteriores) en las células 
tubulares proximales NRK-52E, así como los de una dieta rica en cacao en los 
animales diabéticos ZDF. También se examinó la posible relación entre el 
posible efecto antiinflamatorio de las sustancias antes mencionadas frente al 
estrés oxidativo. 
En la diabetes se produce un incremento de la glucemia y de la 
endotoxemia que mayoritariamente resulta del LPS, principal componente de 
endotoxina que se libera de la pared de las bacterias Gram negativas364. Así 
pues, en este trabajo se seleccionó una concentración de glucosa comúnmente 
usada en la literatura (30 mM) y se evaluaron diferentes concentraciones del 
LPS sobre las células en cultivo. En estas condiciones experimentales se 
observó que no se modificaba la viabilidad celular, pero sí se producía un 
incremento en la generación de los ROS y de las citoquinas proinflamatorias 
TNF-α e IL-6 en las células tubulares NRK-52E y en los animales diabéticos. 
Esta situación pone de manifiesto el estado proinflamatorio inducido en las 
células en cultivo, así como el grado de inflamación crónica que padecen los 
animales diabéticos (ZDF-C). De manera similar, diversos autores han descrito 




un ambiente pro-oxidativo y proinflamatorio durante la DN en modelos in vitro, 
animales y pacientes diabéticos365–367. De hecho, el grado leve de inflamación 
crónica encontrado en la diabetes se ha asociado directamente con la 
patogénesis de las complicaciones diabéticas, incluida la DN361. 
Por el contrario, la pre-incubación de las células con la EC y el DHBA y, 
posteriormente expuestas a altas concentraciones de glucosa y LPS, así como 
la administración de la dieta rica en cacao a las ratas ZDF consiguieron 
prevenir la generación de los ROS en las células tubulares en cultivo (también 
en los animales, como se ha mostrado en secciones anteriores), así como el 
aumento de los niveles del TNF-α y la IL-6 in vivo e in vitro. En este sentido, se 
ha de mencionar que el incremento de estas citoquinas proinflamatorias se ha 
relacionado con un aumento del estrés, como hemos mencionado antes, pero 
también con la promoción del progreso del daño renal asociado a la DN361,366. 
Por tanto, la prevención del aumento de estas citoquinas proinflamatorias y el 
mantenimiento del equilibrio redox por diversos compuestos naturales se ha 
relacionado con un alivio del daño en el riñón367,368. En concreto, los altos 
niveles del TNF-α se han asociado con un incremento de la albuminuria, lo que 
está de acuerdo con nuestros resultados, dado que las ratas ZDF-C mostraron 
unos valores más altos de albúmina que los animales ZDF-Co. Por su parte, la 
expresión renal de la IL-6 se ha relacionado con la proliferación mesangial, la 
atrofia tubular y la intensidad de los infiltrados tisulares en diversos modelos de 
enfermedad renal, lo que sugiere que puede contribuir al progreso de la DN369. 
Estos altos niveles de la IL-6 se podrían relacionar también con las alteraciones 
estructurales encontradas en la corteza renal de los animales ZDF-C, y que se 
prevenían en gran medida en el grupo ZDF-Co, al igual que ocurre con el 
incremento en la expresión renal de la IL-6. Además, se ha de mencionar que 
los niveles de expresión del TNF-α y la IL-6 fueron más altos en los túbulos que 
en los glomérulos, lo que de nuevo apunta a que las alteraciones tubulares se 
producen de manera más temprana que las glomerulares170,276. 
El MCP-1 es un factor quimiotáctico que activa a los monocitos y a los 
macrófagos y promueve su migración hacia las lesiones, por lo que parece 
tener un papel en el desarrollo de la DN369. Por su parte, el CD68 es un 
marcador de macrófagos, y la infiltración de macrófagos es un mediador 
importante en la fibrosis renal370. En este estudio, los niveles del MCP-1 y del 
CD68 no se modificaron en ningún grupo de animales, y solo se observó para 
ambas proteínas una ligera tendencia a incrementar en la corteza renal de las 
ratas ZDF-C. Diversos trabajos han mostrado un aumento del MCP-1 y del 
CD68 en los animales diabéticos, si bien las lesiones renales que presentaron 
dichos animales fueron más severas que las de las ratas ZDF-C del presente 
estudio. Así, los valores de hiperglucemia, creatinina, urea y proteinuria fueron 
muy superiores en aquellos animales que mostraron incrementos en los valores 
del MCP-1 y del CD68 en comparación con los presentados por los animales 




ZDF-C del presente estudio; además, en esos trabajos se detectó fibrosis, y los 
niveles circulantes de la IL-6 y del TNF-α estuvieron aumentados371–373. En este 
sentido, cabe mencionar que los valores séricos de la IL-6 y del TNF-α fueron 
iguales en las ratas ZL y ZDF-C374. Por tanto, se podría especular que esta 
ausencia de diferencias para el MCP-1 y el CD68 entre los animales diabéticos 
ZDF y los ZL se debe a que las ratas diabéticas ZDF se encuentran en un 
estadio temprano de la DN170,375. 
La producción del TNF-α, de la ICAM-1 y de la VCAM-1, que pueden estar 
estimuladas por el LPS, conduce a la inflamación en la enfermedad renal376. En 
concreto, la expresión de la ICAM-1 se puede inducir localmente por la 
hiperglucemia, el estrés oxidativo, la hiperlipidemia, la hiperinsulinemia y el 
TNF-α, entre otros factores377,378. La ICAM-1 se relaciona con la activación de 
los leucocitos y la adherencia al endotelio en respuesta a la inflamación369; así, 
y como se ha mencionado para el MCP-1 y el CD68, diferentes modelos 
experimentales de DN han mostrado que la expresión de la ICAM-1 se 
relaciona directamente con la gravedad del daño renal, de manera que la 
ICAM-1 juega un papel muy importante en la promoción de la infiltración de los 
macrófagos y la DN369,379, y su bloqueo conduce a la reducción de la 
nefropatía380. En este sentido, se ha descrito que las antocianinas y la 
genisteína disminuyen la producción de marcadores de inflamación como la 
ICAM-1 en modelos in vitro e in vivo de DN200,381. Por otro lado, en diversos 
estudios clínicos se ha mostrado un aumento en la producción de la VCAM-1 
en los túbulos y/o glomérulos renales dañados dependiendo del estado de la 
DN382,383. De acuerdo con esto, los altos niveles de la VCAM-1, 
mayoritariamente observados en los túbulos de los animales ZDF-C, se 
relacionarían con una DN temprana que se prevenía parcialmente en el grupo 
ZDF-Co. También se ha descrito que el EGCG atenuó los cambios patológicos 
(incluidos la expansión de la matriz mesangial y la hipertrofia glomerular) y 
redujo la expresión de marcadores inflamatorios como la ICAM-1 y la VCAM-1 
en los ratones diabéticos384,385. En relación con la VCAM-1, se ha de destacar 
que esta proteína se induce por los ROS386, lo que está de acuerdo con los 
resultados obtenidos; así las ratas ZDF-C presentaron altos niveles renales de 
los ROS y de la VCAM-1, mientras que el aumento de ambos parámetros se 
previno significativamente en las ratas alimentadas con cacao (ZDF-Co). 
La ruta del NF-κB es una vía clásica para la regulación de la expresión de 
las citoquinas/quimioquinas en respuesta a la inflamación y, de hecho, el estrés 
oxidativo (ROS) y el TNF-α juegan un papel muy importante en el inicio y 
continuación de la señalización de este factor de transcripción y de la 
inflamación incluida la DN387,388, como se encontró en las ratas ZDF-C. Por su 
parte, el cacao se ha descrito que exhibe actividades antiinflamatorias en 
diversas enfermedades crónicas362; así la disminución de la expresión del p-
p65-NF-κB observada en las ratas ZDF-C se asoció con el descenso del estrés 




(ROS) y los niveles del TNF-α. De manera similar, la administración del 
principal flavanol del cacao, la EC, previno el daño en la corteza renal de las 
ratas, ya que disminuyó el estrés oxidativo y diversos factores proinflamatorios 
(el NF-κB, el TNF-α y la IL-6)265,389. 
En resumen, la EC y el cacao, así como uno de sus principales metabolitos 
colónicos, el DHBA, protegen a las células renales del daño inflamatorio 
causado por la diabetes al disminuir la liberación de citoquinas inflamatorias (el 
TNF-α y la IL-6) y moléculas de adhesión (la ICAM-1 y la VCAM-1), y regular el 
estado redox mediante la modulación del NF-κB, factor clave que relaciona el 
estrés oxidativo y la inflamación. 
 
4.2. Efecto del cacao y una mezcla de sus metabolitos colónicos 
sobre la inflamación en células endoteliales y en la arteria de ratas 
diabéticas ZDF. 
La inflamación crónica que está presente en la obesidad y la T2D 
desempeña un papel clave en el inicio y el progreso de las complicaciones 
vasculares390. En este sentido, numerosos estudios in vitro y en modelos 
animales de experimentación han demostrado que los flavonoides tienen el 
potencial de prevenir la aparición y el desarrollo de numerosas enfermedades 
inflamatorias o que causan con inflamación391. Como se ha mostrado 
previamente, los metabolitos colónicos que se obtienen tras la ingesta de estos 
flavonoides son capaces de aumentar la función de las células endoteliales in 
vitro y de proteger su funcionalidad y muerte en condiciones de estrés 
oxidativo. Estos resultados han sido igualmente confirmados in vivo en un 
modelo animal de T2D. Sin embargo, hasta el momento, el papel de estos 
metabolitos colónicos sobre la inflamación vascular no ha sido investigado. Por 
tanto, el objetivo de este estudio ha sido evaluar el posible efecto protector del 
cacao y sus metabolitos frente a una situación de inflamación vascular. Para 
ello, hemos empleado las células endoteliales EA.hy926 tratadas con TNF-α 
como modelo celular de inflamación in vitro y las ratas ZDF obesas y diabéticas 
como modelo de inflamación vascular in vivo.  
Las citoquinas proinflamatorias, incluido el TNF-α, juegan un papel 
importante en la inflamación vascular y, en consecuencia, en los trastornos 
cardiovasculares y metabólicos392. En este estudio hemos encontrado que el 
pre-tratamiento de las células endoteliales con los metabolitos colónicos (el 
DHPAA, el DHBA y el HPPA) es capaz de reducir la liberación de la IL-6 
inducida por el TNF-α. En particular, la mezcla de metabolitos (MIX) resultó ser 
la más eficaz. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos 
previamente en los que el tratamiento in vitro con la mezcla de metabolitos 
aumentaba la producción del NO de manera más eficaz que los metabolitos de 
forma individual. Por tanto, una vez más se demuestra que el efecto 




beneficioso de las dietas ricas en flavanoles se debe a la actividad biología 
sinérgica de los metabolitos circulantes292.  
El aumento de la IL-6 se relaciona con la activación del factor de 
transcripción NF-κB que se transloca al núcleo donde induce la expresión de 
diferentes genes proinflamatorios, principalmente la COX-2 y la iNOS393. De 
acuerdo con esto, la mezcla de metabolitos colónicos fue capaz también de 
inhibir la activación de este factor en las células endoteliales tratadas con el 
TNF-α y la expresión de las enzimas inflamatorias COX-2 e iNOS. Resultados 
similares se han obtenido con las procianidinas del cacao que fueron capaces 
de inhibir la activación del factor NF-κB inducida por el TNFα y la expresión de 
la iNOS en células Caco-2394 y la expresión de la IL-8 en células de colon HT-
29 estimuladas con el TNF-α395. Igualmente, se ha descrito que la EC es capaz 
de ejercer efectos antiinflamatorios in vivo mediante la inhibición de la 
activación del NF-κB396. En este estudio, se demuestra por primera vez que los 
ácidos fenólicos derivados del metabolismo colónico de los flavonoides pueden 
igualmente prevenir la activación del NF-κB y, por tanto, contribuir en la 
protección de daño vascular ejercido por los flavanoles del cacao.  
La prevención de la expresión de las proteínas de adhesión vascular como 
la ICAM-1 y la VCAM-1, implicadas en el reclutamiento de leucocitos en áreas 
inflamadas, ejerce una importante acción protectora al atenuar la inflamación 
vascular397. El factor de transcripción NF-kB no sólo regula la expresión de 
citoquinas y enzimas inflamatorias, sino que también es capaz de modular la 
expresión de estas moléculas de adhesión celular involucradas en la 
inflamación393. Se ha descrito que diversos flavonoides como la EC, la ECG, la 
EGC y la EGCG son capaces de disminuir la expresión de la ICAM-1, la VCAM-
1 y la E-selectina en células endoteliales tratadas con el TNF-α398. De acuerdo 
con esto, en este estudio hemos encontrado que el tratamiento de las células 
endoteliales con la mezcla de metabolitos colónicos derivados de los 
flavonoides también fue capaz de inhibir la expresión de la ICAM-1 y la VCAM-
1 inducido por el TNF-α y, en consecuencia, la adhesión de monocitos a las 
células endoteliales. En conjunto, todos estos resultados ponen de manifiesto 
la importancia de los metabolitos colónicos como agentes antiinflamatorios y su 
importante papel en la prevención de la progresión de la inflamación y las 
enfermedades cardiovasculares que ejercen los flavanoles del cacao.  
Para comprobar el potencial efecto protector de estos compuestos in vivo 
empleamos un modelo animal de obesidad y diabetes como son las ratas ZDF. 
La presencia de citoquinas inflamatorias en la pared arterial se relaciona con 
daños vasculares y tienen una profunda influencia en el desarrollo de la 
aterosclerosis399. De acuerdo con esto, en este estudio encontramos que los 
animales diabéticos presentaban un aumento de la activación del factor NF-κB 
y de la expresión del TNF-α, la iNOS, la VCAM-1 y la ICAM-1 en la arteria 
aorta. Sin embargo, los animales diabéticos que tomaron la dieta rica en cacao 




fueron capaces de atenuar esta inflamación vascular al reducir la activación del 
factor NF-κB y la expresión de iNOS, VCAM-1 e ICAM-1. Estos resultados 
apoyan los obtenidos en un modelo animal de miocarditis en el que la ingesta 
de un extracto de polifenoles de cacao fue capaz de mejorar la inflamación 
cardiovascular presente en estos animales400. En concreto, el consumo del 
extracto de cacao redujo la expresión de la IL-1, la IL-6, la E-selectina, la 
molécula de adhesión VCAM-1, así como la fosforilación y activación del NF-κB 
en el corazón de estos animales400. Más importante, la reducción en la 
expresión de diversas moléculas de adhesión como la ICAM-1, la ICAM-3 y la 
VCAM también se ha observado en personas con sobrepeso después del 
consumo de 70 g de chocolate negro enriquecido con flavanoles401. Este efecto 
del cacao reduciendo la inflamación arterial y el reclutamiento y la migración de 
monocitos hacia la pared vascular produce un efecto beneficioso sobre la 
función endotelial y puede contribuir a prevenir el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares en los pacientes diabéticos.  
En definitiva, en este estudio se muestra por primera que una mezcla de 
metabolitos colónicos derivados de los flavanoles del cacao es capaz de inhibir 
la activación del factor de transcripción NF-κB en las células endoteliales 
estimuladas con el TNF-α produciendo una disminución de las proteínas 
inflamatorias IL-6, COX-2, iNOS, VCAM-1 e ICAM-1 así como la adhesión de 
monocitos. Igualmente, la suplementación con cacao fue capaz de mejorar la 
inflamación vascular asociada a la obesidad y la T2D mediante la disminución 
de la activación del factor de transcripción NF-κB y de la expresión de proteínas 
proinflamatorias como la IL-6, la iNOS, la VCAM-1 y la ICAM-1 en las arterias 
de los animales ZDF. Por tanto, los efectos beneficiosos del cacao y sus 
flavanoles sobre el estrés oxidativo y la inflamación vascular hacen de él un 
candidato a considerar en el tratamiento de las complicaciones vasculares 















 El tratamiento de las células NRK-52E con la EC y con los ácidos fenólicos 
derivados de la transformación microbiana de los flavonoides (el DHBA y el 
DHPAA) contribuye a regular la homeostasis glucídica renal y proteger del 
estrés oxidativo y la disfunción renal causada por una concentración alta 
de glucosa. Estas acciones protectoras relacionadas con el mantenimiento 
del equilibrio redox tienen lugar a través de la modulación de la SIRT-1 y 
de la NOX-4, y las asociadas con la homeostasis glucídica se relacionaron 
con la atenuación del bloqueo de la señalización de la insulina al regular la 
vía de la PI3K/AKT y de la AMPK. 
 La alimentación con una dieta rica en cacao atenúa el daño renal y el 
estrés oxidativo de los animales con T2D a través de la modulación de la 
homeostasis glucídica, la restauración de la estructura morfológica renal, 
así como a través de la activación de la autofagia y de la inhibición de la 
apoptosis. 
 El tratamiento de las células EA.hy926 con una mezcla de ácidos fenólicos 
derivados de la transformación microbiana de los flavonoides induce el 
aumento de la producción del NO y, por tanto, de su funcionalidad. Este 
efecto estaría mediado por las vías de señalización de la AMPK y de la 
PI3K/AKT y la consiguiente fosforilación/activación de la enzima eNOS. 
Igualmente, estos metabolitos colónicos son capaces de proteger a las 
células endoteliales de situaciones de estrés oxidativo al prevenir el 
aumento en la generación de los ROS y la activación de vías de señales 
relacionadas con el estrés, evitando de esta forma la disfunción endotelial 
y la muerte celular. 
 La alimentación con una dieta rica en cacao es capaz de atenuar el estrés 
oxidativo vascular y, en consecuencia, la rigidez arterial y el remodelado 
aórtico en los animales con T2D a través de la modulación de los niveles 
arteriales de la SIRT-1 y de la NOXs. Igualmente, el cacao previene de la 
disminución de los niveles del Nrf2 arterial y de sus antioxidantes 
asociados, colaborando así en la reducción de este daño oxidativo 
vascular. 
 La alimentación con una dieta rica en cacao mejora la integridad de la 
barrera intestinal y la inflamación colónica de las ratas diabéticas. 
Asimismo, la dieta rica en cacao modifica la composición de la microbiota 
intestinal y la producción de los SCFAs hacia un perfil microbiano más 
saludable, sugiriendo que estos cambios podrían estar asociados con la 







 El tratamiento de las células NRK-52E con la EC y con el ácido fenólico 
derivado de la transformación microbiana de los flavonoides DHBA 
contribuye a proteger de la inflamación causada por una concentración alta 
de glucosa combinada con el LPS a través de la modulación de la 
producción de citoquinas proinflamatorias (el TNF-α y la IL-6) moléculas de 
adhesión (la ICAM-1 y la VCAM-1) y estrés oxidativo. Así mismo, en los 
animales con T2D, la administración de una dieta rica en cacao atenúa la 
inflamación renal al disminuir la producción de citoquinas (el TNF-α y la IL-
6), moléculas de adhesión (la ICAM-1 y la VCAM-1) y factores clave para 
el proceso oxidativo-inflamatorio (el NF-ĸB). 
 El tratamiento de las células EA.hy926 con una mezcla de ácidos fenólicos 
derivados de la transformación microbiana de los flavonoides protege de la 
inflamación inducida por el TNF-α mediante la modulación de la IL-6, el 
NF-ĸB, la iNOS, la COX-2, la ICAM-1 y la VCAM-1, así como la 
disminución de la adhesion de los monocitos. Además, la alimentación con 
una dieta rica en cacao es capaz de atenuar la inflamación aórtica en los 
animales con T2D a través de la regulación de los niveles arteriales de la 
IL-6, el NF-ĸB, la iNOS, la ICAM-1 y la VCAM-1. 
 
En resumen, los resultados obtenidos en cultivos celulares y en 
animales de experimentación han puesto de manifiesto que el cacao, sus 
flavanoles y sus metabolitos colónicos podrían proteger frente al 
desarrollo y progreso de importantes complicaciones diabéticas, ya que 
son capaces de aliviar el estrés oxidativo, la disfunción renal, la 
remodelación aórtica y la inflamación inducida por la situación diabética. 
Así mismo, el cacao parece modificar la composición de la microbiota 
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